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Composiciones que comprenden bacteriófagos líticos de Salmonella UAB_Phi20, UAB_Phi78 y UAB_ Phi87 y usos 
de los mismos 
DESCRIPCIÓN 

 
Campo técnico 5 
 
La presente invención se refiere a nuevos bacteriófagos y cócteles de bacteriófagos que contienen los nuevos 
bacteriófagos y/o partes y/o productos de ellos, perteneciendo todos ellos al orden de Caudovirales. Los nuevos 
bacteriófagos y los cócteles de bacteriófagos que contienen los nuevos bacteriófagos y/o partes y/o productos de 
ellos son bacteriófagos específicos de Salmonella y tienen actividad lítica contra Salmonella. Los nuevos 10 
bacteriófagos y los cócteles de bacteriófagos que contienen los nuevos bacteriófagos y/o partes y /o productos de 
ellos, cuando se administran a animales son útiles para el control de diferentes serovariedades de Salmonella. La 
invención se refiere al uso de los nuevos bacteriófagos y las nuevas y seguras composiciones de cócteles de fagos 
como un antimicrobiano para el control de poblaciones de Salmonella en terapia animal y ganado en general, así 
como una composición de desinfección y esterilización para aplicar en mataderos, transporte de animales, industrias 15 
de procesamiento de alimentos y alimentos. 
 
Antecedentes de la invención 
 
La salmonelosis, debida a serovariedades de Salmonella enterica no tifoideas, es una de las enfermedades portadas 20 
por alimentos de las que se informa más frecuentemente en todo el mundo. Desde 1993 a 2003, las Enteritidis 
(84 %), Typhimurium (7 %), Virchow (1 %), Infantis (1 %) y Blockley (1 %), fueron las serovariantes de S. enterica 
principalmente aisladas de salmonelosis humana en la Unión Europea. Más recientemente, los datos de 2006 a 
2007 corroboran que Enteritidis y Typhimurium continúan siendo las más prevalentes, aunque debe observarse un 
aumento de Typhimurium (16.5 %) y una reducción de Enteritidis (64.5 %) (EFSA, 2010). 25 
 
Las aves de corral y los cerdos son depósitos conocidos de estos patógenos zoonóticos. S. Enteritidis es la causa 
más frecuente de salmonelosis humana en lo que se refiere a la Comunidad Europea. En general, esta serovariante 
es la más frecuentemente aislada de carne de ave de corral y especialmente en huevos de mesa, mientras que se 
encuentra menos habitualmente en cerdos y vacas y productos de los mismos. La segunda serovariante más 30 
prevalente en seres humanos es S. Typhimurium, es la serovariante más frecuentemente aislada en cerdos, vacas y 
productos de los mismos y también estaba entre las tres serovariantes más aisladas de pollos de engorde y huevos 
de mesa (EFSA, 2010). También está bien documentado que en la última década, la resistencia a antibióticos está 
aumentando en S. enterica no tifoidea, lo que significa que los animales son depósitos tanto de patógenos como de 
resistencia. 35 
 
Debido a la gran preocupación acerca de zoonosis por Salmonella, se ha implementado un nuevo programa de 
control de Salmonella en poblaciones de cría de Gallus gallus. Este programa de control busca cumplir las dianas de 
reducción de Salmonella establecidas por la regulación (EC) N.º 1003/2005 y abarca las siguientes serovariantes: S. 
Enteritidis, S. Typhimurium, S. Infantis, S. Virchow y S. Hadar. De forma similar, se ha implementado un programa 40 
de control o de supervisión para Salmonella en piaras o cerdos de matanza en diferentes países con el objetivo de 
tener datos más robustos acerca de la prevalencia de Salmonella en la producción de cerdos. Se han propuesto 
diferentes estrategias y medidas para reducir la Salmonella. De hecho, el control intensificado de Salmonella en 
poblaciones animales, particularmente en aves de corral, y una mejor higiene en toda la cadena alimentaria debería 
ser la causa de la reducción de la tasa de notificación de casos de Salmonella en la Unión Europea. Una de estas 45 
medidas ha sido el uso de vacunas vivas o inactivadas para controlar S. enteritidis en aves de corral. Sin embargo, 
algunos autores dudan de su eficacia a largo plazo (Baumler et al., 2000; Rabsch et al., 2000). En este contexto, es 
necesario ampliar el alcance para investigación adicional para explorar nuevos enfoques además de los existentes, y 
nuevas armas con las que combatir esos patógenos zoonóticos. 
 50 
Dentro de este objetivo, el uso potencial de bacteriófagos en terapia humana y animal se ha revisado 
exhaustivamente en estos últimos años (Barrow y Soothil, 1997; Barrow, 2001; Sulakvelidze et al., 2001; Summers, 
2001; Merrill et al., 2003; Matsuzaki et al., 2005; Parisien et al., 2008;). Además, también ha surgido su interés como 
agentes de biocontrol de bacterias zoonóticas en la producción de alimentos y animales y también de otras 
implicadas en biodeterioro y se han propuesto algunas estrategias (Barrow y Soothil, 1997; Joerger, 2002; Callaway 55 
et al., 2004; Greer, 2005; Hudson et al., 2005). Las características especiales de los fagos entre las que están su 
alta especificidad y su capacidad para autorreplicarse cuando infectan, los hace especialmente atractivos para evitar 
la enfermedad portada por alimentos, usándolos como agentes de biocontrol en las industrias de aves de corral y 
cerdos y en la producción de alimentos. Sin embargo, la estrecha gama de hospedadores de bacteriófagos es una 
gran restricción para encontrar buenos fagos candidatos para terapia de bacteriófagos frente a Salmonella enterica 60 
debido a que estos fagos deben ser capaces de infectar una amplia serie de cepas y serovariantes de esta especie 
bacteriana. 
 
Existe consenso acerca de bacteriófagos líticos que son los más adecuados para conseguir una reducción 
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significativa de poblaciones bacterianas debido a su rápida destrucción bacteriana. Además, deben tenerse en 
cuenta criterios de seguridad relacionados con la propagación de genes de virulencia o resistencia a antibióticos que 
podrían estar en el genoma del fago. Por lo tanto, es necesario obtener datos genómicos que demuestren la 
imposibilidad de un ciclo lisogénico y la ausencia de factores de virulencia potenciales y/o genes de resistencia 
antimicrobiana en los genomas de fagos para aplicaciones terapéuticas. Además, debe observarse que la eficacia 5 
de los fagos en los alimentos probablemente varíen con cada fago, cada matriz alimentaria, y con las condiciones de 
aplicación incluyendo factores ambientales (EFSA, 2009). 
 
Existen algunos trabajos que ensayan el efecto de diferentes bacteriófagos con respecto a su efecto inhibidor contra 
Salmonella enterica. Por lo tanto, se ha presentado una reducción de S. Typhimurium en el tracto digestivo de pollos 10 
después de inoculación oral de bacteriófagos líticos, aunque fue necesario un alto título de bacteriófagos y la 
inoculación se realizó poco después de la infección para maximizar el efecto (Berchieri et al., 1991). Más 
recientemente, se han obtenido reducciones mucho más significativas en S. enteritidis en los contenidos cecales de 
pollos de engorde inoculados por vía oral con bacteriófagos, algunos de los cuales pertenecen a la familia 
Myoviridae y Siphoviridae, en diferentes tiempos (Fiorentin et al., 2005a; Atterbury et al., 2007; Filho et al., 2007; 15 
Borie et al., 2008) y también en S. typhimurium en experimentos que combinan la inoculación oral de bacteriófagos 
con cultivos de exclusión competitivos (Toro et al., 2005). En otro campo de aplicación que incluía la seguridad 
alimentaria, el tratamiento con bacteriófagos también redujo la concentración de S. Enteritidis en productos de aves 
de corral y pavo (Goode et al., 2003; Higgins et al., 2005; Fiorentin et al. 2005b; Bigwood et al., 2008). Sin embargo, 
todos estos trabajos son estudios parciales porque ninguno de ellos muestra una caracterización ni morfológica ni 20 
genómica de bacteriófagos, la gama de hospedadores de fagos, la eficacia de bacteriófagos para reducir Salmonella 
en aves de corral durante periodos largos y su eficacia en diferentes matrices y tampoco ningún griterío relacionado 
con la seguridad. 
 
La presente invención describe los nuevos bacteriófagos líticos UAB_Phi20 y UAB_Phi78, que pertenecen a la 25 
familia Podoviriade y UAB_Phi87, que pertenece a la familia Myoviridae, todos ellos del orden de caudovirales. Los 
bacteriófagos son bacteriófagos específicos de Salmonella que infectan a diferentes serovariantes de Salmonella y 
un alto porcentaje de cepas no relacionadas clonalmente de las serovariantes Typhimurium y Enteritidis. Esos 
bacteriófagos mantienen su capacidad infecciosa a un intervalo de pH amplio. El genoma de esos bacteriófagos no 
incluye ningún gen conocido o similar a los implicados en la virulencia bacteriana. 30 
 
La presente invención también describe composiciones de cócteles de bacteriófagos que contienen al menos uno de 
los bacteriófagos y/o partes y/o productos de los bacteriófagos de la invención. Esas composiciones de cóctel 
también pueden contener otros bacteriófagos líticos y/o partes y/o productos de ellos. Los nuevos bacteriófagos, 
cuando se administran a animales, son útiles para la terapia por bacteriófagos a lo largo del tiempo de diferentes 35 
serovariantes de Salmonella. La presente invención se refiere al uso de estos nuevos bacteriófagos y las nuevas 
composiciones de cócteles de bacteriófagos para reducir la concentración de diferentes serovariantes de 
Salmonella, proporcionando dosis y programas de administración en animales y en diferentes matrices. La invención 
se refiere al uso de los nuevos bacteriófagos y las nuevas composiciones de cóctel de fagos seguras como un 
antimicrobiano para el biocontrol de poblaciones de Salmonella en terapia animal y ganado en general así como una 40 
composición de desinfección y esterilización para aplicar en mataderos, transporte de animales, industrias del 
procesamiento de alimentos y alimentos. 
 
Objetivos de la invención 
 45 
La presente invención abarca los nuevos bacteriófagos UAB_Phi20, UAB_Phi78 y UAB_Phi87 que pertenecen al 
orden de caudovirales. UAB_Phi20 y UAB_Phi78 pertenecen a la familia Podoviridae mientras que UAB_Phi87 
pertenece a la familia Myoviridae, y todos ellos son bacteriófagos específicos de Salmonella. Los nuevos 
bacteriófagos y/o partes y/o productos de ellos, cuando se administran a animales, son útiles para el control de 
diferentes serovariantes de Salmonella. La presente invención también describe composiciones de cócteles de 50 
bacteriófagos que contienen al menos uno de los nuevos bacteriófagos de la invención y/o partes y productos de 
ellos. Estas composiciones de cócteles se administran a animales y son útiles para el control de diferentes 
serovariantes de Salmonella. La presente invención se refiere al uso de las nuevas composiciones de cócteles de 
bacteriófagos para controlar diferentes serovariantes de Salmonella, proporcionando usos y programa de 
administración, dosis y diferentes matrices en los que los títulos de Salmonella se reducen. La invención se refiere al 55 
uso de los nuevos cócteles de fagos seguros para reducir poblaciones de Salmonella en el alimento, es decir, como 
un antimicrobiano para el control de poblaciones de Salmonella en terapia animal y ganado en general, así como 
una composición de desinfección y esterilización para aplicar en mataderos, transporte de animales, industrias de 
procesamiento de alimentos y alimentos. 
 60 
Bacteriófago (fago): se refiere a cualquier virus que infecte a células procariotas. 
 
Salmonella y serovariantes de Salmonella: como se indica por la presente invención, la Salmonella es un género 
bacteriano que pertenece a la familia de enterobacteriáceas. El género Salmonella contiene tres especies: 
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Salmonella enterica, Salmonella bongori y Salmonella subterranea. Salmonella enterica comprende seis 
subespecies. La subespecie I incluye cepas patógenas bien para seres humanos o bien para otros animales de 
sangre caliente. Las cepas de Salmonella se clasifican serológicamente en serovariantes (serotipos) usando el 
esquema de Kauffmann-White. Se han definido más de 2.540 serovariantes. Entre ellas, S. Enteritidis, S. 
Typhimurium, S. Infantis, S. Virchow y S. Hadar son diana para reducirse en poblaciones de cría de Gallus gallus en 5 
la Unión Europea. En relación con la salmonelosis humana en la Unión Europea, las serovariantes más prevalentes 
son Enteritidis y Typhimurium aunque se ha visto ahora un aumento de Typhimurium y una reducción de Enteritidis. 
 
Bacteriófagos específicos de Salmonella: se refiere a cualquier bacteriófago capaz de infectar específicamente a 
células de Salmonella. 10 
 
Cóctel, cóctel de fagos, composición de cóctel, composición de cóctel de fagos: como está comprendido en la 
presente invención, todos ellos son equivalentes y pueden usarse sin distinción. Se refieren a cualquier formulación 
que contenga al menos uno de los bacteriófagos UAB_Phi20, UAB_Phi78, UAB_Phi87 y/o partes y/o productos de 
ellos, por ejemplo enzimas de bacteriófagos como enzibióticos y proteínas de la cola. En esos cócteles, los 15 
bacteriófagos UAB_Phi20, UAB_Phi78, UAB_Phi87 y/o partes y/o productos de ellos pueden estar en proporción 
similar o diferente. Los cócteles pueden contener también adicionalmente otros bacteriófagos líticos y/o partes y/o 
productos de ellos. Los bacteriófagos líticos se seleccionan entre bacteriófagos líticos que infectan específicamente 
Salmonella, en los que los bacteriófagos no incluyen ningún gen conocido o similar a los implicados en la virulencia 
bacteriana. Principalmente, esos bacteriófagos podrían pertenecer a alguna de las tres familias de bacteriófagos 20 
(Myoviridae, Siphoviridae y Podoviridae) incluidas en el orden caudovirales que eran específicas para Salmonella. 
 
Estas composiciones pueden contener también cualquiera de los vehículos conocidos del estado de la técnica, tales 
como vehículos adaptados para el uso de acuerdo con la presente invención, por ejemplo, disolventes, incluyendo 
formulaciones basadas en agua u otras tecnologías tales como encapsulación de bacteriófagos o partes y productos 25 
del ellas. 
 
Vehículo farmacéuticamente aceptable: se refiere a un vehículo o diluyente que no provoca irritación significativa 
a un organismo y no anula la actividad biológica y propiedades del compuesto administrado. Para formulación de la 
composición en una preparación líquida, puede usarse un vehículo farmacéuticamente aceptable que es estéril y 30 
biocompatible tal como solución salina, agua estéril, solución de Ringer, solución salina fisiológica tamponada, etc. 
 
Animales: como está comprendido en la presente invención, animal se refiere a cualquier animal de sangre caliente, 
incluidos seres humanos. En una realización preferida, los animales se seleccionan del grupo que comprende Gallus 
gallus, pavos y otras especies aviares, cerdos y vacas. 35 
 
Alimentos: cualquier planta, animal o cualquier sustancia o material de plantas y animales (vegetales, carne, 
huevos, etc.) que proporcione soporte nutricional para la vida de seres humanos y animales. 
 
Ruta lítica (ciclo): una serie de etapas después de la infección por bacteriófago que conduce a la replicación de 40 
bacteriófagos y la destrucción (lisis) de la célula hospedadora bacteriana. 
 
Ruta lisogénica (ciclo): una serie de etapas que después de la infección por bacteriófago conduce a un estado 
genético (lisogenia) en el que el genoma de bacteriófago se replica como un profago junto con el del genoma del 
hospedador bacteriano. 45 
 
Factores de virulencia: moléculas sintetizadas por células patógenas bacterianas que participan en el proceso 
patógeno de esas bacterias. 
 
Genes de resistencia antimicrobiana: genes que codifican alguna molécula que permite el crecimiento de células 50 
bacterianas en presencia de un agente antimicrobiano al que esa célula bacteriana es habitualmente susceptible. 
 
Gama de hospedadores de bacteriófagos: diversidad de cepas bacterianas que pueden infectarse por un 
bacteriófago. 
 55 
Matrices sólidas: como está comprendido en la presente invención, las matrices sólidas se refieren a cualquier 
superficie que puede colonizarse por Salmonella. Esas matrices sólidas incluirían piel animal, superficies de granjas, 
mataderos, establos y/o corrales de aves y cerdos, cajas usadas durante el transporte de animales de granjas a las 
industrias de procesamiento de alimentos y otras instalaciones usadas durante el proceso de fabricación. 
 60 
Productos de bacteriófagos: cualquier producto sintetizado por el bacteriófago con actividad antimicrobiana. Los 
factores líticos codificados son lisozimas, autolisina o virolisinas, también conocidas como enzibióticos. Todos ellos 
pueden actuar mediante: i) la formación de canales o poros a través de la membrana bacteriana; ii) inhibición de la 
biosíntesis de pared celular; iii) degradación de la pared o membrana celular; iv) despolarización y perforación de la 
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membrana bacteriana y v) la actividad nucleasa de algunos productos de fagos (Bernhardt et al., 2002; Parisien et 
al., 2008). 
 
Enzibióticos: las hidrolasas de la pared celular bacteriana (BCWH) que lisan células bacterianas desde fuera. Las 
BCWH son enzimas que degradan el componente principal de la pared celular y provocan bacteriólisis (Hermoso et 5 
al., 2007). 
 
Partes de los bacteriófagos: cualquier parte individual del bacteriófago con actividad antimicrobiana, como los 
complejos de la cola de fago o proteínas de puntas de la cola (Parisien et al., 2008). 
 10 
Objetivos de la invención 
 
En una realización, la presente invención se refiere a una composición de bacteriófago para la prevención de 
enfermedades infecciosas provocadas por Salmonella que comprende al menos uno de los bacteriófagos líticos de 
Salmonella UAB_Phi20, UAB_Phi78 y UAB_Phi87 y/o partes y/o productos de ellos. 15 
 
En otra realización, la composición contiene al menos dos de los fagos UAB_Phi20, UAB_Phi78 y UAB_Phi87 y/o 
partes y/o productos de ellos. 
 
En otra realización la composición comprende los fagos UAB_Phi20, UAB_Phi78 y UAB_Phi87 y/o partes y/o 20 
productos de ellos. 
 
En otra realización, la composición también contiene otros bacteriófagos líticos de Salmonella y/o productos y/o 
partes de ellos. Los bacteriófagos líticos no incluyen ningún gen conocido o gen similar a los implicados en la 
virulencia bacteriana. En una realización preferida, esos bacteriófagos líticos pueden pertenecer al orden de 25 
caudovirales seleccionado de una colección de bacteriófagos líticos que infectan Salmonella. 
 
En una realización adicional, los bacteriófagos y/o partes y/o productos de ellos en las composiciones están en la 
misma proporción. En otra realización, los bacteriófagos y/o partes y/o productos de ellos en las composiciones 
están en diferentes proporciones. En una realización preferida, la composición comprende los fagos UAB_Phi20, 30 
UAB_Phi78 y UAB_Phi87 en la misma proporción. En otra realización, la composición contiene solamente dos de los 
fagos UAB_Phi20, UAB_Phi78 y UAB_Phi87 y/o partes y/o productos de ellos. En otra realización, la composición 
contiene solamente uno de los fagos UAB_Phi20, UAB_Phi78 y UAB_Phi87 y/o partes y/o productos de cada uno de 
ellos. 
 35 
En otra realización, las composiciones de la invención incluyen adicionalmente un vehículo farmacéuticamente 
aceptable, disolvente o excipiente farmacéuticamente aceptable. 
 
En una realización adicional, la invención se refiere a las composiciones de la invención para uso farmacéutico. 
 40 
En otra realización, la composición está en forma de una suspensión, formas de dosificación inyectables y/o 
administrables por vía oral, pulverizaciones o aerosoles, etc. 
 
En otra realización, las formas de dosificación administrables por vía oral y/o inyectables se seleccionan del grupo 
que comprende comprimidos, trociscos, grageas, suspensiones acuosas o emulsionantes, polvo o gránulos, 45 
emulsiones, cápsulas duras o blandas, jarabes o elixires. 
 
En otra realización, la composición de la invención está en forma de un pienso para animales, agua potable, solución 
desinfectante o de limpieza. 
 50 
En otra realización, la invención se refiere a un pienso para animales que comprende las composiciones de la 
invención. En una realización adicional, la invención se refiere a agua potable que comprende la composición de la 
invención. En una realización adicional, la invención se refiere a una solución de desinfección o de limpieza, que 
comprende las composiciones de la invención. 
 55 
En una realización adicional, la invención se refiere al uso de las composiciones de la invención para controlar 
poblaciones de Salmonella en alimento y matrices sólidas. En una realización preferida, el alimento se selecciona 
del grupo que comprende verduras, carne y huevos. En otra realización preferida, las matrices sólidas se 
seleccionan del grupo que comprende piel de animales, superficies de granjas, mataderos, establos y/o corrales de 
aves y cerdos, cajas usadas durante el transporte de animales de las granjas a las industrias de procesamiento de 60 
alimentos u otras instalaciones usadas durante el proceso de fabricación. 
 
En otra realización, la invención se refiere a las composiciones de la invención para uso en el tratamiento o 
prevención de infección por Salmonella en un animal. 
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En otra realización, la invención se refiere al uso del pienso para animales, agua potable y solución desinfectante o 
de limpieza de la invención para la fabricación de un medicamento para el tratamiento o prevención de infección por 
Salmonella en un animal. 
 5 
En una realización adicional, la invención se refiere al tratamiento o prevención de infección por Salmonella que 
consiste en el tratamiento continuo diario de animales con composiciones y/o pienso para animales y/o agua potable 
de la invención. En una realización preferida, las dosis diarias preferidas por cada animal se seleccionan entre 109 y 
1012 ufp/día y animal. En una realización más preferida, la dosis es de 1010 ufp/día y animal. 
 10 
En una realización adicional, el tratamiento consiste en pulverizar la piel animal con composiciones de la invención. 
En una realización preferida, la concentración de bacteriófago preferida en las composiciones se selecciona del 
intervalo que comprende 109 a 1012 ufp/ml. En una realización más preferida, la concentración es de 1010 ufp/ml. 
 
Descripción de los dibujos 15 
 

La Figura 1 muestra la electroforesis en gel de agarosa de patrones de restricción de Eco RI (carriles 3, 6 y 9), 
EcoRV (carriles 4, 7 y 10) y HindIII (carriles 5, 8 y 11) de ADN de fagos UAB_Phi20 (carriles 3 a 5), UAB_Phi 78 
(carriles 6 a 8) y UAB_Phi87 (carriles 9 a 11). Los carriles 1 y 13 corresponden al marcador de ADN de 
bacteriófago lambda HindIII y los carriles 2 y 12 a marcadores de ADN de bacteriófago lambda BstEII y Xphi714. 20 
Esta figura muestra el patrón de digestión de ADN de cada nuevo bacteriófago de la presente invención 
(UAB_Phi20, UAB_Phi78 y UAB_Phi87) con tres enzimas de restricción diferentes (EcoRI, EcoRV y HindIII). 
Puede observarse que cada fago presenta un patrón de restricción de ADN propio. 
 
La Figura 2 muestra la electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) de ADN de los fagos UAB_Phi20 (carril 25 
3), UAB_Phi78 (carril 4) y UAB_Phi87 (carril 5). Los carriles 1 y 7 corresponden al marcador de PFGE lambda y 
los carriles 2 y 6, al marcador de PFGE de intervalo bajo. Esta figura muestra el tamaño del genoma de los tres 
bacteriófagos de Salmonella de la presente invención que son de aproximadamente 40 kb para los bacteriófagos 
UAB_Phi20 y UAB_Phi78 y aproximadamente 80 kb para UAB_Phi87, como se determina por técnica de PFGE. 
 30 
La Figura 3 muestra las microfotografías electrónicas de los nuevos bacteriófagos UAB_Phi20 (A), UAB_Phi78 
(B) y UAB_Phi87 (C). Se aplicaron bacteriófagos a rejillas electrónicas recubiertas con carbono y se tiñeron 
negativamente con acetato de uranilo 2 %. Las preparaciones se examinaron con un microscopio electrónico de 
transmisión. Las imágenes de microfotografías electrónicas revelaron que los nuevos bacteriófagos UAB_Phi20 y 
UAB_Phi78 pertenecían a la familia Podoviridae mientras que el nuevo bacteriófago UAB_Phi87 pertenecía a la 35 
familia Myoviridae, todos ellos del orden de caudovirales. 
 
La Figura 4 ilustra los resultados de la cinética de destrucción in vitro cuando se infecta S. Typhimurium (Panel 
A) y S. Enteritidis (Panel B) con UAB_Phi20 (□), UAB_Phi78 (O), UAB_Phi87 (∆), UAB_Phi20 y UAB_Phi87 
(concentración 1:1) (X) y un cóctel de fagos (■). El cóctel de fagos contiene los UAB_Phi20, UAB_Phi78 y 40 
UAB_Phi87 a una proporción de 1:1:1. También se muestran cultivos bacterianos no infectados (□) y el tiempo 
de infección de fagos (□). Todos los ensayos cinéticos de destrucción se ensayan usando la relación 
fago/bacteria de 1. En este experimento, la cinética de destrucción del cóctel de fagos, compuesto por 
UAB_Phi20 y UAB_Phi87 o los tres fagos nuevos, a lo largo del tiempo es mejor que la obtenida con fagos 
individuales. 45 
 
La Figura 5 muestra la eficacia del cóctel de fagos en la reducción de recuentos de Salmonella en el ciego de los 
pollos. El cóctel usado en el presente documento implica los nuevos fagos de la presente invención (UAB_Phi20, 
UAB_Phi78 y UAB_Phi87) a una proporción de 1:1:1. En este ensayo, los pollos se infectaron con S. 
Typhimurium por el método de infección de ave de cría. El cóctel de fagos se administró por vía oral a pollos 50 
cuando el tracto digestivo de los pollos estaba completamente colonizado por Salmonella (los valores en el ciego 
eran de 108 ufc/g). El programa de administración de cóctel de fagos a una dosis de 1010 ufp/animal fue dos 
veces al día los días 4 y 5 después de la infección por Salmonella. Se presentan recuentos de Salmonella del 
ciego de pollos no tratados con fagos individuales (♦) y pollos tratados con fagos (□) como log10 ufc/g de 
contenido del ciego. Solamente pudo observarse una reducción del recuento de Salmonella durante los primeros 55 
dos días después del tratamiento. Estos datos indican que el tratamiento con cóctel de fagos no tiene un efecto 
significativo en la reducción de la concentración de Salmonella a lo largo del tiempo cuando el sistema digestivo 
de los animales está completamente colonizado por esta bacteria. 

 
 La Figura 6 ilustra la eficacia del cóctel de fagos en la reducción de los recuentos de Salmonella en el ciego de 60 

los pollos. El cóctel usado en el presente documento implica los fagos nuevos de la presente invención 
(UAB_Phi20, UAB_Phi78 y UAB_Phi87) a una proporción de 1:1:1. En estos experimentos, cada pollo se infectó 
por vía oral con S. Typhimurium a una dosis final de 105 ufc/animal. El cóctel de fago se administró un día antes 
(Panel A) y simultáneamente (Panel B) con respecto a la infección por Salmonella. En ambos casos, el cóctel de 

E12770428
02-02-2016ES 2 561 538 T3

 



7 

fagos se volvió a administrar adicionalmente dos veces al día los días 1, 2 y 3 después de la infección y una vez 
al día los días 6, 8, 10, 13, 15 y 17 después de la infección. En cada administración, la dosis del cóctel de fagos 
aplicada fue de 1010 ufp/animal. Los recuentos de Salmonella del ciego de pollos de control individuales (♦) y los 
pollos tratados con fago (□) se presentan como log10 de ufc/g de contenido del ciego. Se vio una alta reducción 
de la concentración de Salmonella durante los primeros días después del tratamiento, lo que indica una alta 5 
eficacia del cóctel de fagos en los primeros estadios de colonización por Salmonella. Además, se observó una 
reducción significativa de la concentración de Salmonella a lo largo del tiempo con el programa de dosificación 
ensayado. 

 
 La Figura 7 muestra las diferentes serovariantes y cepas de S. enterica usadas para aislar y determinar la gama 10 

de hospedadores de los fagos de Salmonella, incluyendo los nuevos bacteriófagos y los bacteriófagos del cóctel 
de fagos descritos en el presente documento. En esta tabla, también se incluye el año de aislamiento de estas 
cepas y su origen. 

 
 La Figura 8 muestra la serie de hospedadores de los nuevos bacteriófagos y los bacteriófagos del cóctel de la 15 

presente invención en las diferentes serovariantes y cepas que se han usado para este fin. Como puede 
observarse todas las serovariantes ensayadas se infectan por los nuevos bacteriófagos así como la mayor parte 
de cepas de S. Typhimurium y S. Enteritidis. 

 
 La Figura 9 indica el porcentaje de infecciosidad a lo largo del tiempo de los nuevos bacteriófagos (UAB_Phi20, 20 

UAB_Phi78 y UAB_Phi87) después de exposición a valores de pH que varían de 2,0 a 9,0, simulando diferentes 
condiciones ambientales. La infecciosidad de los nuevos bacteriófagos descritos en el presente documento 
solamente se altera a valores de pH extremadamente ácidos. 

 
 La Figura 10 muestra la estabilidad de los tres nuevos bacteriófagos a 4 ºC en MgSO4 10 mM a lo largo de un 25 

periodo de un año. Esta estabilidad se mide como el porcentaje de infecciosidad de cada fago mantenida durante 
este periodo de tiempo a 4 ºC. Estos datos indican una alta estabilidad de los nuevos bacteriófagos durante 
periodos de tiempo largos. 

 
 La Figura 11 muestra la estabilidad de cada bacteriófago nuevo en agua potable a temperatura ambiente y a 37 30 

ºC durante una semana. De nuevo, la estabilidad se mide como el porcentaje de infecciosidad de cada fago. 
Estos datos son de interés para aplicaciones de cócteles de fagos en los que el vehículo preferido de nuevos 
bacteriófagos fue agua potable. 

 
 La Figura 12 ilustra el efecto de un tratamiento de cóctel de fagos durante 3 y 6 horas a 32-33 ºC en la reducción 35 

de la concentración de Salmonella en secciones de piel de cerdos. El cóctel usado en el presente documento 
estaba compuesto por los fagos UAB_Phi20, UAB_Phi78 y UAB_Phi87 a una proporción de 1:1:1. Se observó 
una reducción significativa de la concentración de Salmonella a lo largo del tiempo, lo que indica la posibilidad de 
aplicación de este nuevo cóctel de fagos para reducir el recuento de Salmonella en piel de cerdo. 

 40 
 La Figura 13 ilustra el efecto del tratamiento con un cóctel de fagos durante 60 min a temperatura ambiente de 

trozos de lechuga romana, contaminados experimentalmente con S. Typhimurium y S. Enteritidis. El cóctel 
estaba compuesto por los fagos UAB_Phi20, UAB_Phi78 y UAB_Phi87 a una proporción de 1:1:1. Se observó 
una reducción significativa de la concentración de Salmonella a lo largo del tiempo, que indica la aplicación de un 
cóctel de fagos para reducir el recuento de Salmonella en alimentos o en procesos de fabricación de alimentos. 45 

 
 La Figura 14 muestra el efecto del tratamiento con los nuevos fagos UAB_Phi20, UAB_78 y UAB_Phi87, solos o 

como un cóctel, durante 60 min a temperatura ambiente de trozos de lechuga romana, contaminados 
experimentalmente con S. Typhimurium y S. Enteritidis. Los datos obtenidos muestran que pueden usarse fagos 
individuales como UAB_Phi20 para el control de Salmonella. 50 

 
 La Figura 15 ilustra el efecto de un tratamiento con cóctel de fagos durante periodos de tiempo muy cortos 

(aproximadamente 5 minutos) en la reducción de la concentración de Salmonella en trozos de pechuga de pollo, 
conservados durante una semana a 4 ºC después del tratamiento. El cóctel usado en el presente documento 
estaba compuesto por los fagos UAB_Phi20, UAB_Phi78 y UAB_Phi87 a una proporción de 1:1:1. Se observó 55 
una reducción significativa de la concentración de Salmonella a lo largo del tiempo, lo que indica que la 
aplicación de este nuevo cóctel de fagos reduce el recuento de Salmonella en alimentos o en procesos de 
fabricación de alimentos a 4 ºC. 

 
Descripción detallada de la invención 60 
 
La presente invención se refiere a los nuevos bacteriófagos UAB_Phi20, UAB_Phi78 y UAB_Phi87, depositados en 
GenBank con los números de referencia GQ422450 (correspondiente a SEC ID Nº: 1), GU595417 (correspondiente 
a SEC ID Nº: 2), que pertenecen a la familia Podoviridae y JN225449 (correspondiente a SEC ID Nº: 3), que 
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pertenecen a la familia Myoviridae, respectivamente. Esos bacteriófagos son bacteriófagos específicos de 
Salmonella del orden de Caudovirales. Los nuevos bacteriófagos, cuando se administran a animales, son útiles para 
el biocontrol de diferentes serovariantes de Salmonella. La presente invención, también describe cócteles de 
bacteriófagos que contienen al menos uno de los bacteriófagos y/o partes y/o productos de los bacteriófagos de la 
invención. Esas composiciones de cócteles también pueden contener otros bacteriófagos líticos y/o partes y/o 5 
productos de ellos. En esos cócteles, los bacteriófagos y/o partes y/o productos de ellos pueden estar en una 
proporción similar o diferente. Esos bacteriófagos líticos se seleccionan entre bacteriófagos líticos que infectan 
específicamente Salmonella, en los que esos bacteriófagos no incluyen ningún gen conocido o gen similar a los 
implicados en la virulencia bacteriana. La presente invención comprende el uso de los nuevos bacteriófagos y las 
nuevas composiciones de cócteles de bacteriófagos para controlar diferentes serovariantes de Salmonella, 10 
proporcionando programas de administración y dosis y matrices diferentes en los que se reduce la concentración de 
Salmonella. La invención se refiere al uso de los nuevos bacteriófagos y los nuevos cócteles de fagos seguros como 
un antimicrobiano para el biocontrol de poblaciones de Salmonella en terapia alimentaria de animales y ganado en 
general así como una composición de esterilización y desinfección para aplicar en mataderos, transporte de 
animales, industrias de procesamiento de alimentos y alimentos. 15 
 
Caracterización de los fagos UAB_Phi20, UAB_Phi78, UAB_Phi87 
 
En la presente invención, se aislaron bacteriófagos específicos de Salmonella de hisopos de cloacas o rectales de 
pollos de engorde y cerdos. Se seleccionaron fagos UAB_Phi20, UAB_Phi78 y UAB_Phi87 en el presente estudio 20 
porque eran capaces de infectar el 94 % de las cepas no relacionadas clonalmente de S. Typhimurium y S. 
Enteritidis (67 de las 71 cepas ensayadas) (Figura 8, Ejemplo 3). Además, los fagos seleccionados infectan las 
serovariantes Hadar, Infantis y Virchow (Figura 8, Ejemplo 3). 
 
Los patrones de restricción de ADN de los tres fagos eran absolutamente diferentes entre ellos (Figura 1, Ejemplo 25 
6). 
 
Las microfotografías electrónicas de fagos teñidos negativamente UAB_Phi20 y UAB_Phi78 revelaron cabezas 
icosahédricas y colas cortas no contráctiles, lo que indica que los fagos seleccionados pertenecen a la familia 
Povodiviridae del orden de Caudovirales. De la misma manera, las microfotografías electrónicas de UAB_Phi87 30 
revelaron también cabezas icosahédricas con colas largas, rígidas y contráctiles, características particulares de la 
familia Myoviridae del orden Caudovirales (Figura 3, Ejemplo 5). 
 
El tamaño del genoma de los fagos UAB_Phi20, UAB_Phi78 y UAB_Phi87 es de 44,05, 43,94 kb y 87,60 kb, 
respectivamente, basándose en PFGE del ADN genómico de los tres fagos seleccionados (Figura 2, Ejemplo 6) y en 35 
los datos de secuenciación de ADN (Ejemplo 6). Las secuencias de genoma completo de los tres fagos se 
depositaron en GenBank con los números de referencia GQ422450, GU595417 y JN225449, respectivamente. El 
análisis de secuencias de ADN indicó que no se codificaba ningún gen de virulencia en los genomas de los tres 
fagos seleccionados. 
 40 
Estabilidad de fagos frente a diferentes condiciones ambientales 
 
Los fagos seleccionados fueron sensibles a valor de pH ácido extremo (pH=2,0) (Figura 9, Ejemplo 4). Sin embargo, 
el hecho de que mantuvieran una tasa de supervivencia que variaba entre el 60-80 % durante 30 min de tratamiento 
a pH 2,0 implica su capacidad para resistir el paso a través del estómago, donde se alcanzó el valor de pH menor. 45 
Estos datos indicaron claramente que los fagos seleccionados pueden administrarse por vía oral a animales. 
 
Los fagos seleccionados pueden mantenerse fácilmente a 4 ºC, debido a que el porcentaje de infección fue de más 
de 95 % durante un año a esa temperatura (Figura 10, Ejemplo 4). Además, los fagos seleccionados son capaces de 
mantener su capacidad infecciosa en agua potable a temperatura ambiente y a 37 ºC durante al menos 7 días 50 
(Figura 11, Ejemplo 4). 
 
Composiciones de cócteles de fagos 
 
Como se ha comentado previamente, los bacteriófagos líticos son la mejor manera de conseguir una reducción 55 
significativa de poblaciones bacterianas debido a su rápida destrucción bacteriana, pero no es fácil encontrar buenos 
candidatos. En cualquier población bacteriana, pueden surgir fácilmente células resistentes a infección por fagos, 
por lo tanto se espera obtener mejores resultados si se emplea una combinación de diferentes fagos. Teniendo esto 
en cuenta, la invención propone cócteles para el biocontrol de diferentes serovariantes de Salmonella. Los cócteles 
de la presente invención comprenden al menos uno de los bacteriófagos UAB_Phi20, UAB_Phi78 y UAB_Phi87 y/o 60 
partes y/o productos de ellos. Estas composiciones de cócteles también pueden contener otros bacteriófagos líticos 
y/o partes y/o productos de ellos. En esos cócteles, los bacteriófagos y/o partes y/o productos de ellos pueden estar 
en una proporción similar o diferente. Estos bacteriófagos líticos se seleccionan de bacteriófagos líticos que infectan 
específicamente Salmonella, en los que esos bacteriófagos no incluyen ningún gen conocido o gen similar a los 
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implicados en la virulencia bacteriana. 
 
En una realización de la presente invención, el cóctel comprende los fagos UAB_Phi20, UAB_Phi78 y UAB_Phi87 en 
la misma proporción. En otra realización, el cóctel comprende partes de UAB_Phi20, UAB_Phi78 y UAB_Phi87 en la 
misma proporción. En otra realización, el cóctel comprende productos de UAB_Phi20, UAB_Phi78 y UAB_Phi87 en 5 
la misma proporción. En otra realización, el cóctel comprende los fagos UAB_Phi20, UAB_Phi78 y UAB_Phi87 y 
partes y productos de ellos, todos en la misma proporción. En otra realización, el cóctel comprende los fagos 
UAB_Phi20, UAB_Phi78 y UAB_Phi87 y partes de ellos, todos en la misma proporción. En otra realización, el cóctel 
comprende los fagos UAB_Phi20, UAB_Phi78 y UAB_Phi87 y productos de ellos, todos en la misma proporción. En 
otra realización, el cóctel comprende partes de los fagos UAB_Phi20, UAB_Phi78 y UAB_Phi87 y productos de ellos, 10 
todos en la misma proporción. 
 
En otra realización, la proporción de fago y/o partes y/o productos de UAB_Phi20 en el cóctel es superior a la 
proporción de fagos y/o partes y/o productos de UAB_Phi78 y UAB_Phi87. En otra realización, la proporción de fago 
y/o partes y/o productos de UAB_Phi78 en el cóctel es superior a la proporción de fagos y/o partes y/o productos de 15 
UAB_Phi20 y UAB_Phi87. En otra realización, la proporción de fagos y/o partes y/o productos de UAB_Phi87 en el 
cóctel es superior a la proporción de fagos y/o partes y/o productos de UAB_Phi20 y UAB_Phi78. 
 
La invención también se refiere a cócteles que contienen solamente dos de los fagos UAB_Phi20 UAB_Phi78 y 
UAB_Phi87 y/o partes y/o productos de ellos. De esta manera, en una realización, el cóctel comprende el fago 20 
UAB_Phi20 y/o partes y/o productos del mismo y fago UAB_Phi78 y/o partes y/o productos del mismo. En otra 
realización, el cóctel comprende el fago UAB_Phi20 y/o partes y/o productos del mismo y el fago UAB_Phi87 y/o 
partes y/o productos del mismo. En otra realización, el cóctel comprende el fago UAB_Phi78 y/o partes y/o productos 
del mismo y el fago UAB_Phi87 y/o partes y/o productos del mismo. 
 25 
La invención también se refiere a un cóctel que contienen solamente uno de los fagos UAB_Phi20 UAB_Phi78 y 
UAB_Phi87 y/o partes y/o productos de ellos. De esta manera, en una realización, el cóctel comprende UAB_Phi20 
y/o partes y/o productos del mismo; en otra realización el cóctel comprende UAB_Phi78 y/o partes y/o productos del 
mismo; y en una realización adicional el cóctel comprende UAB_Phi87 y/o partes y/o productos del mismo. 
 30 
Como se comprende en la invención, cualquiera de los cócteles descritos previamente (cócteles que contienen los 
tres fagos UAB_Phi20 UAB_Phi78 y UAB_Phi87 y/o partes y/o productos de ellos, cócteles que contienen solamente 
dos de los fagos UAB_Phi20 UAB_Phi78 y UAB_Phi87 y/o partes y/o productos de ellos, y cócteles que contienen 
solamente uno de los fagos UAB_Phi20 UAB_Phi78 y UAB_Phi87 y/o partes y/o productos de ellos) también pueden 
contener otros bacteriófagos líticos y/o partes y/o productos de ellos. En esos cócteles, bacteriófagos y/o partes y/o 35 
productos de ellos pueden ser de proporción similar o diferente. Esos bacteriófagos líticos se seleccionan de 
bacteriófagos líticos que infectan específicamente Salmonella, en los que esos bacteriófagos no incluyen ningún gen 
conocido o gen similar a los implicados en la virulencia bacteriana. 
 
La presente invención comprende el uso de los nuevos bacteriófagos y las nuevas composiciones de cócteles de 40 
bacteriófagos para controlar diferentes serovariantes de Salmonella, proporcionando programas de administración y 
dosis y diferentes matrices en los que se reduce la concentración de Salmonella. 
 
De acuerdo con un aspecto de la presente invención, el bacteriófago y las composiciones de bacteriófagos pueden 
administrarse a animales en una formulación farmacéutica o como un componente del pienso para animales o en su 45 
agua potable. 
 
Además, las composiciones de la presente invención pueden administrarse de una manera típica mediante cualquier 
vía tal como vías oral o parenteral, en particular, vías oral, rectal, tópica, intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, 
intraarterial, transdérmica, intranasal y de inhalación. 50 
 
Las composiciones de la presente invención pueden incluir adicionalmente un vehículo farmacéuticamente aceptable 
y pueden formularse junto con un vehículo para proporcionar alimentos, medicinas y aditivos alimentarios. 
 
Un vehículo farmacéuticamente aceptable se refiere a un vehículo o un diluyente que no provoca irritación 55 
significativa a un organismo y no anula la actividad biológica y las propiedades del compuesto administrado. 
 
Para formulación de la composición en una preparación líquida, puede usarse un vehículo farmacéuticamente 
aceptable que es estéril y biocompatible tal como solución salina, agua estéril, solución de Ringer, solución salina 
fisiológica tamponada, etc. 60 
 
Los ejemplos de formas de dosificación oral adecuados para la composición de la presente invención incluyen 
comprimidos, trociscos, grageas, suspensiones acuosas o de emulsionantes, polvos o gránulos, emulsiones, 
cápsulas duras o blandas, jarabes o elixir. 
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Para administración no oral, la composición de la presente invención puede formularse en inyecciones para vías 
subcutánea, intravenosa o intramuscular, o pulverizaciones inhaladas mediante el tracto respiratorio, tales como 
aerosoles. 
 5 
Como puede deducirse por los resultados de la presente invención, el programa de administración preferido de la 
presente invención para el tratamiento de animales consiste en el tratamiento continuo de estos animales con los 
nuevos bacteriófagos y los nuevos cócteles de bacteriófagos para controlar diferentes serovariantes de Salmonella. 
Este tratamiento continuo puede conseguirse mediante la administración de los nuevos bacteriófagos y/o los nuevos 
cócteles de bacteriófagos a través del agua potable y/o del alimento diario. 10 
 
De esta manera, de acuerdo con otro aspecto, la presente invención se refiere a un pienso para animales y a agua 
potable, que comprende los bacteriófagos como un principio activo. El bacteriófago o la composición de 
bacteriófagos de la presente invención pueden prepararse por separado como un aditivo alimentario, y después 
añadirse al pienso para animales, o directamente añadirse al pienso para animales. 15 
 
La invención se refiere al uso de los nuevos bacteriófagos y los nuevos cócteles de fagos seguros como un 
antimicrobiano para el biocontrol de las poblaciones de Salmonella en terapia animal alimentaria y ganado en 
general, así como una composición de esterilización para aplicar en una superficie de una diana en industrias de 
procesamiento de alimentos y alimentos. 20 
 
De esta manera, de acuerdo con otro aspecto más, la presente invención se refiere a una solución de desinfección y 
de limpieza, que comprenden los bacteriófagos o la composición de bacteriófagos de la presente invención como un 
principio activo que puede usarse en matrices sólidas como superficies de granjas, mataderos, establos y/o corrales 
de aves y cerdos, cajas usadas durante el transporte de animales de granjas a las industrias de procesamiento de 25 
alimentos u otras instalaciones empleadas durante el proceso de fabricación. 
 
Ensayos de destrucción in vitro 
 
Para conocer la cinética de destrucción de Salmonella infectadas con los fagos de la invención se realizaron 30 
ensayos de destrucción in vitro, usando S. Enteritidis y S. Typhimurium. Como se ha dicho previamente, estos 
bacteriófagos UAB_Phi20 (número de referencia GQ422450), UAB_Phi78 (número de referencia GU595417) y 
UAB_Phi87 (número de referencia JN225449) se identificaron en ensayos previos llevados a cabo en la presente 
invención. Pertenecen al orden de Caudovirales, e infectan S. Enteritidis y S. Typhimurium. El genoma de todos los 
fagos no codifica ningún gen de virulencia y son estables frente a diferentes condiciones ambientales. Estas 35 
características hacen a los bacteriófagos útiles para los fines de la invención. 
 
La cinética de destrucción de Salmonella infectadas con los fagos UAB_Phi20, UAB_Phi78 y UAB_Phi87 siguió un 
patrón para ambas serovariantes estudiadas (Figura 4, Ejemplo 7). Como se esperaba, la acción combinada de un 
cóctel de fagos, compuesto por UAB_Phi20, UAB_Phi78 y UAB_Phi87 (1:1) y UAB_Phi20, UAB_Phi78 y UAB_Phi87 40 
(1:1:1) de la concentración de Salmonella fue más rápida y prolongada a lo largo del tiempo que el efecto del 
tratamiento de cultivos bacterianos con cada uno de los fagos individuales (Figura 4, Ejemplo 7). 
 
Por lo tanto, se alcanzó una reducción de la concentración de S. Typhimurium de 3log10 ufc/ml después de 30 
minutos de adición de un cóctel de fagos compuesto por los tres fagos nuevos. Este nivel de reducción bacteriana se 45 
mantuvo durante 8 horas, con un máximo de 4,4 log10 ufc/ml (Figura 4 panel A y Ejemplo 7). Ambos valores de 
reducción para S. Enteritidis tratada con el cóctel de fagos fueron 4log10 ufc/ml y 6,5 log10 ufc/ml, respectivamente 
(Figura 4 panel B y Ejemplo 7). Con respecto a estas cinéticas de destrucción el efecto de un cóctel de fagos 
presentado en el presente documento o Salmonella es mejor que el descrito por otro cóctel de fagos después de 4 
horas de infección de fagos (Toro et al., 2005). 50 
 
Esos resultados hacen a los fagos UAB_Phi20, UAB_Phi78 y UAB_Phi87 apropiados para los fines de la invención. 
 
Ensayos de destrucción in vivo, programas de administración y dosis preferidas 
 55 
Después de los ensayos de destrucción in vitro, se realizaron ensayos de destrucción in vivo, es decir, el efecto de 
un cóctel de fagos en la concentración de S. Typhimurium en un modelo de pollo (pollo White Leghorn sin patógeno 
específico). En todos los ensayos, el cóctel de fagos estaba compuesto por UAB_Phi20, UAB_Phi78 y UAB_Phi87 
(1:1:1). 
 60 
Previamente, el tiempo de residencia de fagos en el sistema digestivo de pollo se determinó por administración oral 
de cóctel de fagos a una dosis de 1010 ufp de cada fago/animal. Los resultados de la presente invención muestran 
que el tiempo de residencia de fagos en el tracto intestinal variaba de 7 a 9 días, pero se detectó una reducción 
significativa en la concentración de fagos desde el día 4 de la administración de fagos a animales.  
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Se experimentó con dos tipos de infección por S. Typhimurium de pollos en ensayos de destrucción in vivo. En uno 
de ellos, se realizó la infección por Salmonella por el método de infección de ave de cría. Con este procedimiento, el 
contenido de Salmonella en el ciego de pollos fue de 108 ufc/g, aproximadamente. En el segundo, los pollos se 
infectaron experimentalmente por inoculación oral con Salmonella a una dosis de 105 ufc/animal. En ambos casos, el 5 
efecto de los fagos se evaluó midiendo la reducción en la concentración de Salmonella en el ciego de los animales. 
La concentración de cada fago en el cóctel fue de 1011 ufp/ml y 0,1 ml de ese cóctel se administraron por vía oral a 
animales. 
 
La administración de cuatro dosis de cóctel de fagos a pollo completamente colonizado por Salmonella no mostró 10 
una reducción significativa de la concentración de Salmonella en el ciego de los animales (Figura 5, Ejemplo 8). Por 
el contrario, los pollos infectados experimentalmente con 105 células de Salmonella por animal y tratados con el 
cóctel de fagos, mostraron que la mejor eficacia del cóctel de fagos se conseguía cuando el programa de 
administración de los fagos era un día antes (Figura 6 panel A, Ejemplo 8) o justo antes (Figura 6 panel B, Ejemplo 
8) de infección bacteriana y readministrado sucesivamente en días diferentes después de las primeras dosis. En 15 
estos casos, el programa de administración de los fagos en la reducción de S. Typhimurium fue significativa 
(p<0,0001). En ambos experimentos, se alcanzó una reducción de 4log10 ufc/g en el contenido del ciego durante los 
primeros días después del tratamiento y se consiguió una reducción de 2log10 ufc/g al final del experimento (Figura 
6, Ejemplo 8). Con esta estrategia, la presente invención consigue mejores resultados en la reducción de Salmonella 
a lo largo del tiempo que los presentados por otros autores (Toro et al., 2005; Atterbury et al., 2007; Borie et al., 20 
2008; Filho et al, 2007). Este resultado probablemente pueda generalizarse para aplicación de fagos para reducir 
poblaciones bacterianas no deseadas en el tracto intestinal de animales. 
 
Como puede deducirse por los resultados de la presente invención, el programa de administración preferido de la 
presente invención consiste en el tratamiento continuo de animales con los nuevos bacteriófagos y los nuevos 25 
cócteles de bacteriófagos para controlar diferentes serovariantes de Salmonella. 
 
Teniendo en cuenta todos estos resultados, la realización preferida de la presente invención se refiere al tratamiento 
diario continuo de animales con fagos y/o cócteles de la invención. En una realización de la presente invención, las 
dosis diarias preferidas por animal pueden variar entre 109 a 1012 o más preferentemente 1010 ufp/día y animal. 30 
 
El tratamiento continuo puede conseguirse mediante administración de los nuevos bacteriófagos y/o los nuevos 
cócteles de bacteriófagos a través del agua potable y/o pienso diarios. 
 
Aplicación del cóctel de fagos para reducir Salmonella en mataderos 35 
 
Como se ha dicho previamente, la invención se refiere al uso de los nuevos bacteriófagos y los nuevos cócteles de 
fagos seguros como un antimicrobiano para el biocontrol de poblaciones de Salmonella en terapia animal y en 
ganado en general así como una composición de desinfección para aplicar en mataderos, transporte de animales, 
industrias de procesamiento de alimentos y alimentos. Esto comprende una solución de desinfección y limpieza, que 40 
comprende los bacteriófagos o composición de bacteriófagos de la presente invención como un principio activo que 
puede usarse en superficies de granjas, mataderos, establos y/o corrales de aves y cerdos, cajas usadas durante el 
transporte de animales, áreas contaminadas y otras instalaciones de producción. 
 
El periodo antes de la matanza se considera crucial para la calidad microbiana de los productos finales en la cadena 45 
de producción de alimentos (Lo Fo Wang et al. 2002). De esta manera, la piel animal con ausencia de o colonización 
bacteriana mínima es esencial para un alimento seguro disponible para consumidores humanos. En este sentido, 
hasta donde alcanza el conocimiento de los inventores, no hay ningún informe acerca de la aplicación de fagos para 
reducir la concentración de Salmonella en piel de cerdos. En la presente invención, se contaminaron 
experimentalmente muestras de piel de cerdo (1500 cm²) adquiridas en una carnicería con S. Typhimurium o S. 50 
Enteritidis a una concentración de 102 ufc/cm2. Posteriormente, se pulverizaron los trozos de piel con una solución 
que contenía el cóctel de fagos (1010 ufp de cada fago/ml), se secaron y se mantuvieron 6 horas a 33 ºC. Esta 
condición de temperatura simula la temperatura de la piel de cerdos (Huynh et al., 2005) y el tiempo de estabulación 
ideal (Warriss et al., 1998). En ambos casos, la reducción de Salmonella fue extremadamente fuerte (p<0,005). De 
hecho, después de 3 h de tratamiento, no fue posible el recuento de colonias directo en ambas serovariantes (Figura 55 
12, Ejemplo 9). 
 
La presente invención es el primer informe que muestra reducción de Salmonella en piel de cerdos mediada por un 
cóctel de fagos. Por esta razón, los resultados obtenidos no pueden compararse con otros estudios. En general, la 
presente invención podría usarse para reducir Salmonella en la piel animal en el matadero durante el tiempo de 60 
espera. 
 
Teniendo cuenta estos resultados, una realización preferida de la presente invención se refiere a pulverizar las 
pieles animales con una solución de los nuevos bacteriófagos y/o los nuevos cócteles de bacteriófagos en el agua 
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potable o en cualquier otro vehículo durante 3 horas a temperatura ambiente antes de la matanza (Figura 12, 
Ejemplo 9). En una realización de la presente invención, la concentración de bacteriófagos preferida puede variar 
entre 108 y 1012 ufp/ml, más preferentemente 1010 ufp/ml. 
 
Aplicación de los fagos y cóctel de fagos para reducir Salmonella en las industrias de procesamiento de 5 
alimentos y alimentos 
 
Un reto relevante para producción de alimentos es asegurar la seguridad alimentaria por medidas de control 
coordinadas aplicadas en diferentes etapas de la cadena alimentaria (desde la granja hasta la mesa). Los alimentos 
son una fuente de Salmonella, y no solamente productos derivados de animales sino también verduras. Se conoce 10 
bien la presencia y persistencia de Salmonella en muchas verduras, incluyendo la lechuga (Wells y Butterfield, 1997; 
Kakiomenou et al., 1998; Weissinger et al., 2000; Natvig et al., 2002; Islam et al., 2004). De esta manera, otro objeto 
de la presente invención es la aplicación de los nuevos fagos y/o cócteles de la invención en alimentos para reducir 
la Salmonella. 
 15 
En la presente invención, se infectaron experimentalmente muestras de lechuga con S. Typhimurium o S. Enteritidis 
a una concentración comprendida entre 104 y 105 ufc/g. A continuación, las muestras de lechuga se sumergieron en 
una solución que contenían cóctel de fagos (109 ufp de cada fago/ml). El cóctel de fagos estaba compuesto por 
UAB_Phi20, UAB_Phi78 y UAB_Phi87 (1:1:1). El mayor efecto del cóctel de fagos se encontró en la reducción de la 
concentración de S. Typhimurium (Figura 13, Ejemplo 10). Se alcanzó una reducción de 3,4log10 ufc/g y 1,9log10 20 
ufc/g en lechuga después de 30 min de tratamiento para S. Typhimurium y S. Enteritidis, respectivamente 
(p<0,0001) (Figura 13, Ejemplo 10). El fago UAB_Phi20 fue el más eficaz para reducir Salmonella, alcanzando 
valores similares a los obtenidos con el cóctel de bacteriófagos después de 60 min de tratamiento de las lechugas 
infectadas experimentalmente, con S. Typhimurium y S. Enteritidis (Figura 14, Ejemplo 10). 
 25 
La presente invención es el primer informe que muestra una reducción significativa de Salmonella en verduras 
mediada por bacteriófagos y un cóctel de fagos. 
 
Además, de forma similar a lo que sucede con la lechuga, el cóctel de fagos de la presente invención produce una 
reducción del número de Salmonella en trozos de pechuga de pollo infectados experimentalmente con 104 ufc/g de 30 
Salmonella. En este caso, se obtuvieron reducciones de 3,9log10 y 1log10 ufc/g de S. Typhimurium y S. Enteritidis, 
respectivamente (p<0,0001), después de la conservación en la nevera (4 ºC) durante 7 días de trozos de pechuga 
de pollo, tratados durante 5 min con el cóctel de bacteriófagos (Figura 15, Ejemplo 10). Se han presentado otros 
estudios de tratamiento de carne de pollo con fagos. Sin embargo, sus diseños experimentales fueron diferentes de 
los realizados en el presente documento (Goode et al., 2003; Fiorentin et al. 2005b; Higgins et al., 2005; Bigwood et 35 
al., 2007). Por lo tanto, no sería adecuada una comparación directa entre los experimentos de los inventores y los 
indicados. 
 
Teniendo en cuenta todos esos resultados, una realización preferida de la presente invención se refiere al 
tratamiento de verduras con fagos y/o cócteles de la invención. En una realización de la presente invención, el modo 40 
preferido de tratamiento es mantener el alimento sumergido durante 30-60 min a temperatura ambiente en una 
solución de los nuevos bacteriófagos y/o los nuevos cócteles de bacteriófagos en agua potable o en cualquier otro 
vehículo. En una realización de la presente invención, la concentración de bacteriófagos preferida puede variar entre 
108 y 1012 ufp/ml, más preferentemente 109 ufp/ml. 
 45 
En otra realización de la presente invención, un modo preferido de tratamiento de los alimentos es sumergirlos 
durante 5-10 minutos a 4 ºC en una solución de los nuevos bacteriófagos y/o cócteles en solución salina o en agua 
potable (Figura 11, Ejemplo 4). En una realización de la presente invención, la concentración de bacteriófagos 
preferida puede variar entre 108 y 1012 ufp/ml, más preferentemente 109 ufp/ml. 
 50 
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EJEMPLOS 
 15 
La invención se describe ahora con referencia a los siguientes ejemplos. Estos ejemplos se proporcionan para el fin 
de ilustrar solamente y la invención no debería interpretarse de ningún modo como limitada a estos ejemplos sino 
que debería interpretarse que abarca todas y cada una de las variaciones que resultarán evidentes como resultado 
de las enseñanzas proporcionadas en el presente documento. 
 20 
Análisis estadístico 
 
Se usó estadística no paramétrica (ensayo de Mann-Whitney-Wilcoxon) para determinar la significación de la 
administración de cóctel de fagos en los diferentes ensayos de pollo. Se usaron estadísticas paramétricas (modelo 
lineal generalizado) para determinar la significación de los tratamientos con fago y cóctel de fagos del alimento. El 25 
nivel de significación se fijó al 5 %. 
 
EJEMPLO 1. Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento 
 
Se usaron cepas no relacionadas clonalmente de Salmonella enterica serovariante Typhimurium y Salmonella 30 
enterica serovariante Enteritidis, respectivamente, para aislar fagos de Salmonella y para determinar los ensayos de 
gama de hospedadores de los fagos aislados (Figura 7). Estas cepas bacterianas se obtuvieron del Laboratori de 
Sanitat Animal (DARP, Generalitat de Catalunya, España) y del Hospital Vall d’Hebrón y el Hospital de Sant Pau 
(Barcelona, España). Se seleccionaron para presentar diferentes pulsotipos como se determina por el método de 
electroforesis en gel de campo pulsado. 35 
 
Las cepas virulentas de Typhimurium ATCC14028 (Colección Americana de Cultivos Tipo) y S. Enteritidis LK5 
(Centro de Reserva Genética de Salmonella, Universidad de Calgary) también se usaron para el aislamiento de 
fagos de Salmonella. Además y usando el sistema de recombinasa roja (Datsenko y Wanner, 2000), las cepas 
virulentas ATCC14028 y LK5 se marcaron respectivamente con un casete de resistencia a cloranfenicol y 40 
kanamicina en una secuencia intergénica, generando cepas ATCC14028ΩCm y LK5ΩKm. Estas cepas se 
emplearon para estudios de eficacia de los bacteriófagos seleccionados. 
 
Además, las cepas 05S72, 10152 y 8546 de S. Hadar, las cepas 05S44 y 1056 de S. Infantis y las cepas 791/S y 
9781 de S. Virchow, se usaron para los estudios de gama de los hospedadores de los bacteriófagos aislados (Figura 45 
7 y 8). 
 
Todas las cepas bacterianas se cultivaron de forma rutinaria en caldo de cultivo Luria Bertrani (LB) o en placas de 
agar, y, cuando fue necesario, se añadieron cloranfenicol (34 µg/ml) y kanamicina (150 µg/ml). Se realizó el cultivo a 
37 ºC tanto para cultivos en caldo como en placa durante 18 h. 50 
 
EJEMPLO 2. Aislamiento y propagación de bacteriófagos 
 
Se tomaron muestras (n=161) de hisopos de cloacas o rectales de pollos de engorde y de cerdos, respectivamente, 
de granjas de diferentes áreas geográficas de España del 2007 al 2009. Se aislaron bacteriófagos como se ha 55 
descrito (Connerton et al., 2004; Muniesa et al., 2005) o por un procedimiento de enriquecimiento. Brevemente, se 
diluyó 1 g de la muestra en 10 ml de tampón SM (Tris-HCl 50 mM [pH 7,5], NaCl 0,1 M, MgSO4�7 H2O 8 mM, 
gelatina 0,01 %) y se incubó a 4 ºC durante 24 h. Después cada suspensión se sometió a centrifugación a 7000 x g 
durante 10 min. Para el procedimiento de enriquecimiento se diluyó 1 g de la muestra en 10 ml de agua de peptona 
y se incubó a 37 ºC durante 18h. A continuación, se inoculó 1 ml de cultivo de enriquecimiento en 10 ml de caldo 60 
selectivo de Müller-Kauffmann y se incubó a 37 ºC durante 24 h. Después, cada cultivo se sometió a centrifugación a 
7000 x g durante 10 min. 
 
Los sobrenadantes obtenidos de ambos métodos se filtraron a través de un filtro de jeringa de 0,45 µm. Después se 
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aplicaron puntualmente 10 µl de cada filtrado en las superficies de céspedes de Salmonella por el método de doble 
agar en capas. Después de incubación a 37 ºC, se visualizaron placas de fagos y cada placa diferente se presionó y 
se resuspendió en 1 ml de MgSO4 10 mM estéril. A continuación, se prepararon 5 diluciones (1:10) y se sembraron 
en placas usando el doble agar en capas usando la misma cepa de ensayo de Salmonella. Este procedimiento se 
repitió al menos tres veces más para purificar los bacteriófagos. 5 
 
Se obtuvieron lisados de bacteriófagos infectando diferentes cepas de Salmonella durante 5 h a 37 ºC, cultivadas en 
caldo LB. Después de centrifugación de cultivos a 7000 x g rpm durante 10 min, el sobrenadante se filtró a través de 
un filtro de jeringa de 0,45 µm y el título de fagos se determinó sembrando diluciones seriadas en placas LB usando 
el método de agar doble en capas. Cuando fue necesario, los bacteriófagos se purificaron por ultracentrifugación a 10 
51.000 x g durante 2 h. 
 
EJEMPLO 3. Selección de bacteriófagos 
 
La gama de hospedadores de cada lisado de bacteriófagos se determinó aplicando puntualmente 10 µl del lisado 15 
(108 ufp/ml) en céspedes de 76 cepas de Salmonella. Las placas se incubaron a 37 ºC durante 24h y se registró la 
lisis bacteriana. Los bacteriófagos seleccionados infectan las serovariantes Hadar, Infantis y Virchow y una amplia 
serie de cepas que pertenecen a las serovariantes Typhimurium y Enteritidis (Figura 8). 
 
Además, también se determinaron los perfiles de restricción de ADN del fago seleccionado. Para conseguir esto, se 20 
trató una suspensión de fago purificado con DNasa I (20 µg/ml) y RNasa I (25 µg/ml) a 37 ºC durante 1 h. En lo 
sucesivo, aquí, se añadieron proteinasa K (0,2 mg/ml) y dodecil sulfato sódico (0,5 %) y se incubaron durante 1 h a 
56 ºC. Después de la incubación, el ADN se purificó por extracción de fenol-cloroformo-alcohol isoamílico 
convencional. El ADN genómico se precipitó en 2 volúmenes de etanol con acetato sódico 3 M, pH 4,8. El sedimento 
obtenido se lavó con etanol al 70 %, se secó y se resuspendió en 100 µl de agua de uso MQ. El ADN del fago se 25 
digirió con endonucleasas de restricción EcoRI, EcoRV y HindIII (Roche) según las recomendaciones del proveedor. 
Los fragmentos de ADN se sometieron a electroforesis en gel de agarosa (0,7 % y que contiene bromuro de etidio) 
en tampón de tris-acetato-EDTA (TAE) a tensión constante de 80 V y se visualizó por luz UV. Se usaron fragmentos 
convencionales de ADN de bacteriófago lambda HindIII y BstEII como marcadores para calcular el tamaño de 
fragmentos de ADN. 30 
 
Los fagos UAB_Phi20, UAB_Phi87 aislados de hisopos de cloacas de pollos de engorde, y UAB_Phi78 de cerdos se 
seleccionaron para caracterización adicional con respecto a su gama de hospedadores y su patrón de digestión de 
ADN (Figura 1). 
 35 
EJEMPLO 4. Estabilidad de fagos frente a diferentes condiciones ambientales 
 
El efecto del pH en la infecciosidad de los fagos UAB_Phi20, UAB_Phi78 y UAB_Phi87 de la presente invención se 
determinó a 25 ºC en MgSO4 10 mM a pH que variaba de 2,0 a 9,0. Se tomaron muestras de fagos cada una 30 min 
durante 2 h y se diluyeron en serie inmediatamente y se sembraron en placas usando el método de agar doble en 40 
capas. Las placas se incubaron a 37 ºC durante 24h y se contaron las placas de fagos. 
 
Se registró la estabilidad de los fagos en MgSO4 10 mM durante un año a 4 ºC. Además, también se registró la 
estabilidad de los fagos en agua potable durante una semana a temperatura ambiente y a 37 ºC. Se realizó 
valoración de los lisados como se ha descrito previamente. 45 
 
Se determinó el efecto del pH, que varía de 2,0 a 9,0 en la infecciosidad de los tres fagos (Figura 9). Los tres fagos 
mantuvieron un porcentaje de infecciosidad mayor de 90 % durante 120 min a valores de pH de 4,0, 6,0 y 9,0, 
excepto los fagos UAB_Phi87 y UAB_Phi78 que tienen un porcentaje de infecciosidad de 85,2 % y 87,8 %, 
respectivamente, a pH 4 hasta 120 min. Por el contrario, la estabilidad de los tres fagos se redujo drásticamente a 50 
pH 2,0. El más sensible a la acidez fue UAB_Phi87, mientras que UAB_Phi20 fue el fago más estable. 
 
También se determinó la estabilidad de los tres fagos mantenida durante un año a 4 ºC. El porcentaje de infección 
fue mayor del 95 % durante el periodo estudiado (Figura 10). Solamente UAB_Phi78 mostró una ligera reducción 
con respecto a los otros fagos. De forma similar, los tres fagos presentaron una muy buena estabilidad en el agua 55 
potable durante 7 días (Figura 11). No se apreció ninguna alteración de la infecciosidad durante este periodo de 
tiempo a temperatura ambiente. Sin embargo, se observaron reducciones ligeras en la infecciosidad de los tres 
nuevos bacteriófagos descritos en el presente documento a 37 ºC. No obstante, su infecciosidad fue mayor de 90 % 
después de una semana en estas condiciones. 
 60 
Esos resultados demostraron que los fagos UAB_Phi20, UAB_Phi78 y UAB_Phi87 de la invención pueden 
mantenerse fácilmente en algún vehículo como MgSO4 10 mM durante un período de tiempo largo a 4 ºC. Además, 
estos vehículos y agua potable pueden usarse como un vehículo para el fin de la administración de la invención. La 
alta estabilidad de los fagos a valores de pH bajos demostró que los fagos de la invención UAB_Phi20, UAB_Phi78 y 
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UAB_Phi87 pueden administrarse por vía oral y después usarse para el fin de la invención. 
 
EJEMPLO 5. Microscopia electrónica 
 
Se aplicaron fagos purificados (109-1010 ufp/ml) a rejillas electrónicas recubiertas con carbono y se tiñeron 5 
negativamente con uranil acetato al 2 %. Después de secar, las preparaciones se examinaron con un microscopio 
electrónico de transmisión JEOL 1400 a diferentes magnitudes. Se registraron la morfología y las dimensiones del 
fago. 
 
Los fagos UAB_Phi20 y UAB_Phi78 pertenece morfológicamente la familia Podoviridae del orden Caudovirales, 10 
mientras que UAB_Phi87 pertenece a la familia Myoviridae del mismo orden (Ackermann, 1998). Por lo tanto, las 
microfotografías electrónicas del fago teñido negativamente UAB_Phi20, UAB_Phi78 reveló cabezas icosahédricas y 
colas cortas no contráctiles mientras que la microfotografía electrónica de UAB_Phi87 reveló también cabeza 
icosahédrica pero una cola contráctil, rígida, larga (Figura 3). Las dimensiones de cabeza de UAB_Phi20, 
UAB_Phi78 y UAB_Phi87 fueron de 60 ± 1.5 nm, 66 ± 1.7 nm y 68 ± 2,7 nm, respectivamente y la longitud de cola 15 
fue de 13 ± 0,7 nm, 14 ± 0,7 nm y 114 ± 4,3 nm, respectivamente. 
 
EJEMPLO 6. Caracterización del genoma 
 
Se realizó determinación del tamaño del genoma del fago usando electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) 20 
como se ha descrito previamente (Atterbury et al., 2003). Los geles se procesaron usando un sistema BioRad CHEF 
DRIII en 0,5 TBE (Tris-borato 50 mM, EDTA 0,1 mM) durante 15 h a 6 V/cm con tiempo de cambio de 2 a 20 s 
durante 10 h y de 20 a 30 s durante 5 h. Los geles se tiñeron con bromuro de etidio y se visualizaron usando el 
Sistema GelDoc (BioRad). Se determinó el tamaño del genoma con el programa Fingerprinting II (BioRad). 
 25 
Se realizó secuenciación de ADN por Sistemas Genómicos (España) usando una estrategia aleatoria. Se buscaron 
las fases abiertas de lectura (ORF) usando el programa ORF Finder del NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html). Se compararon las ORF potenciales frente a la base de datos de 
proteínas del NCBI usando la base de datos no redundante BLASTP (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 
 30 
Basándose en PFGE del ADN genómico de los fagos seleccionados (Figura 2) y en los datos de secuenciación de 
ADN, el tamaño de genoma de los fagos UAB_Phi20, UAB_Phi78 y UAB_Phi87 fue de 44,05, 43,94 kb y XX,XX kb, 
respectivamente. Las secuencias del genoma completo de los fagos se depositaron en GenBank con el número de 
referencia GQ422450, GU595417 y JN225449, respectivamente. El estudio de la secuencia de ADN de los fagos 
seleccionados mostró que UAB_Phi20 tiene una homología significativa con fagos del tipo P22, UAB_Phi78 fue 35 
similar a fagos de tipo PS6 y UAB_Phi87 tiene una homología significativa con fagos de tipo Felix01. Estos datos 
concuerdan con los obtenidos por microscopia electrónica con respecto a caracterización morfológica (Ejemplo 5). El 
análisis de las secuencias de ADN indicó que no están codificados genes de virulencia en los genomas del fago 
seleccionado.  
 40 
EJEMPLO 7. Ensayos de destrucción in vitro 
 
Se infectaron cultivos de S. Typhimurium ATCC14028 y S. Enteritidis LK5 (DO550 = 0,2) con los bacteriófagos 
seleccionados para las composiciones de cóctel de fagos a una multiplicidad de infección (relación entre el número 
de fagos infecciosos por células viables bacterianas) de 1 ufp/ufc. Los cultivos se incubaron con agitación a 37 ºC y 45 
se supervisaron tanto la absorbancia como la numeración bacteriana sembrando en placas diluciones en serie. 
 
La concentración viable de S. Typhimurium se redujo 4,4, 3,4, 5,3, 4,3 y 4,4 log10 ufc/ml después de la infección con 
cada fago individual (UAB_Phi20, UAB_Phi78 y UAB_Phi87), una combinación de UAB_Phi20 y UAB_Phi78 (1:1) y 
con el cóctel de fagos (UAB_Phi20, UAB_Phi78 y UAB_Phi87 (1:1:1)), respectivamente (Figura 4 panel A). Además, 50 
se observó una reducción de 3 log10 ufc/ml después de ocho horas de tratamiento con el cóctel de fagos, que tiene 
un proporción 1:1:1 de los tres fagos seleccionados. Se vio un mayor efecto de los fagos en S. Enteritidis (Figura 4, 
panel B). Por lo tanto, la concentración viable de S. Enteritidis padeció una reducción de 5,6, 4, 5,4, 5,9 y 6,5 log 10 
ufc/ml después de tratamiento con UAB_Phi20, UAB_Phi78, UAB_Phi87, una combinación de UAB_Phi20 y 
UAB_Phi87 (1:1) y el cóctel de fagos, respectivamente. En este caso, se obtuvo una reducción de 4 log 10 ufc/ml 55 
después de 8 horas de la infección con el cóctel de fagos, que tiene una proporción 1:1:1 de los tres fagos 
seleccionados. 
 
La actividad infecciosa combinada de los tres fagos en el cóctel consigue una gran reducción de Salmonella a lo 
largo del tiempo. Esta reducción es mucho mejor que la conseguida por otros cócteles de fagos ensayados 60 
solamente durante 4 horas de infección por fago (Toro et al., 2005). El hecho de que los fagos individuales de la 
invención no fueran tan eficaces para mantener bajas concentraciones de Salmonella a lo largo del tiempo justifica el 
uso de dos o tres fagos en un cóctel de bacteriófagos para el fin de la invención. 
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EJEMPLO 8. Experimentos en modelos animales 
 
Se usaron pollos White Leghorn sin patógenos específicos (SPF) para ensayar la eficacia de las composiciones de 
cócteles de fagos en la reducción de la concentración de S. Typhimurium ATCC14028ΩCm en experimentos in vivo. 
En este modelo, los animales son un depósito de Salmonella no tifoidea. Se espera que el tratamiento de los 5 
animales con el cóctel de fagos reduzca la concentración se Salmonella en el sistema digestivo de los pollos. 
 
Se usaron para estos estudios huevos fértiles de pollos White Leghorn sin patógenos específicos (SPF) de Valo 
Lohmann Tierzucht (Salamanca, España). Los huevos fértiles se incubaron y eclosionaron en instalaciones de 
biocontención de nivel 3 para animales (BSL3) de CReSA (Cerdanyola del Vallès, España). Se alojaron pollos de 10 
todos los ensayos en cabinas aisladoras con filtración de aire. Se proporcionaron pienso y agua a voluntad. En todos 
los ensayos, se sacrificaron dos pollos antes de los experimentos para comprobar que permanecían sin infección 
natural de Salmonella. 
 
Antes de ensayar el efecto de la composición de cócteles de fagos en Salmonella en pollos, se determinó el tiempo 15 
de residencia de fagos en el sistema digestivo del pollo. Para conseguir esto, los pollos se trataron con el cóctel de 
fagos a una dosis de 1010 ufp de cada fago/animal. Este cóctel estaba compuesto por UAB_Phi20, UAB_Phi78 y 
UAB_Phi87 (1:1:1) a una concentración de 1011 ufp de cada fago/ml en MgSO4 10 mM y se administraron por vía 
oral 0,1 ml. A continuación, los fagos se recuperaron del ciego por el procedimiento de enriquecimiento (Ejemplo 2) 
hasta el octavo día después de la administración de cócteles de fagos, pero se detectó una reducción significativa en 20 
la concentración de fagos el día 4 de la administración de fagos a animales. 
 
Atendiendo a los resultados anteriormente comentados, se abordaron dos experimentos para determinar la eficacia 
del cóctel de fagos en la reducción de la concentración de Salmonella en pollos en los que se administró el cóctel de 
fagos a animales a una dosis de 1010 ufp/animal. Este cóctel estaba compuesto por UAB_Phi20, UAB_Phi78 y 25 
UAB_Phi87 (1:1:1) a una concentración de 1011 ufp de cada fago/ml en MgSO4 10 mM y se administraron por vía 
oral 0,1 ml. 
 
En el primer experimento, los pollos se colonizaron con altas concentraciones de Salmonella (108 ufc/g de contenido 
del ciego) y solamente se administraron cuatro dosis del cóctel de fagos. Para hacer esto, se realizó una infección 30 
de siembra de pollos con Salmonella, que simula las condiciones naturales de la infección con esta bacteria, usando 
la metodología descrita en Fiorentin et al. (2005a). Se alojaron cada uno de dos grupos de treinta pollos de un día en 
aisladores separados. Ambos grupos se infectaron con Salmonella, pero solamente uno de ellos se trató con el 
cóctel de bacteriófagos (grupo de tratamiento). Antes de la administración del fago, ambos grupos se infectaron con 
S. Typhimurium. Para conseguir esto, se inoculó por vía oral a tres animales de cada grupo (grupos de control y de 35 
tratamiento) esta bacteria a una dosis de 108 ufc/animal mientras que los pollos restantes se infectaron por contacto. 
Se ha demostrado previamente que todos los pollos se han infectado con Salmonella por contacto después de tres 
días de la infección oral de los primeros tres animales. A continuación, se administraron dos dosis por día del cóctel 
de fagos (1010 ufp/animal) a los 4 y 5 días después de la infección por Salmonella a los animales del grupo de 
tratamiento. Se sacrificaron tres pollos de cada grupo y se les realizaron necropsias los días 0, 1, 2, 8, 15 y 22 40 
después del tratamiento. Se recogieron muestras de bazo, hígado, íleon y ciego. De forma similar, también se 
tomaron hisopos cloacales de todas las aves restantes los mismos días. Las muestras se sometieron a detección de 
Salmonella y enumeración de fagos. En todos los casos, las muestras de tejidos se pesaron, se homogeneizaron y 
se diluyeron en serie en cloruro sódico 0,9 %. Se determinó la enumeración de Salmonella por siembra convencional 
en placas XLD complementadas con cloranfenicol y se incubaron a 37 ºC durante 24 h. Al mismo tiempo, también se 45 
realizó un procedimiento de enriquecimiento. Para hacer esto, se incubaron homogeneizados tisulares e hisopos 
cloacales durante una noche en agua de peptona a 37 ºC durante 24 h. A continuación, se diluyeron 0,2 ml de estos 
cultivos en 2 ml de caldo selectivo de Müller-Kauffmann y se incubaron a 37 ºC durante 24 h. Después, se 
sembraron 0,1 ml en placas complementadas convenientemente XLD y se incubaron a 37 ºC durante 24 h para 
bacteriología cualitativa. El programa de administración del cóctel de fagos ensayado en este ensayo produjo una 50 
reducción de 1 log10 con respecto al grupo de control durante los primeros dos días después del tratamiento 
(p=0,055) (Figura 5). 
 
En el segundo experimento, los pollos se infectaron por vía oral con Salmonella un día después de la administración 
del cóctel de fagos y casi simultáneamente al tratamiento con fagos. Para realizar esto, se alojaron cada uno de tres 55 
grupos de 23 pollos de tres días en aisladores separados y se infectaron por vía oral con Salmonella a una 
concentración de 105 ufc/animal. Un grupo fue el control, el segundo se trató con el cóctel de fagos un día antes de 
la infección con Salmonella y el tercero recibió el tratamiento del cóctel de fagos simultáneamente a la infección 
bacteriana. Además, en los últimos dos grupos el cóctel de fagos también se administró dos veces al día los días 1, 
2, y 3 después de la infección y una vez al día los días 6, 8, 10, 13, 15 y 17 después de la infección. Tres pollos de 60 
cada grupo se sacrificaron y se les realizaron necropsias los días 1, 2, 6, 8, 10, 13, 15 y 18 después de la 
inoculación bacteriana. Se realizaron toma de muestras y métodos de cultivo como se ha descrito anteriormente. Se 
obtuvieron resultados similares en ambos casos. Por lo tanto, se consiguió una reducción de aproximadamente 
4log10 hasta el tercer día después del tratamiento y se obtuvo una reducción de 2log10 desde el día 7 (Figura 6 
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panel A) u 11 (Figura 6 panel B) hasta el final del experimento (p<0,0001). Estos valores de reducción de Salmonella 
a lo largo del tiempo son mejores que los indicados por otros autores (Toro et al., 2005; Atterbury et al., 2007; Borie 
et al., 2008; Filho et al., 2007). 
 
Los resultados obtenidos indicaron claramente que el tratamiento oral con fagos o cócteles de fagos era capaz de 5 
reducir significativamente el nivel de Salmonella en el sistema intestinal de pollos antes de que los animales se 
colonizaran por esta bacteria o cuando la colonización bacteriana estuviera en una fase inicial. Además, el programa 
de administración de fagos o cócteles de fagos con este fin también debe ser casi diario, debido a que el tiempo de 
residencia de los fagos a las concentraciones deseadas en el tracto intestinal de los animales es muy corto. 
 10 
EJEMPLO 9. Aplicación de cóctel de fagos para reducir Salmonella de la piel animal 
 
Para simular una manera práctica de aplicar el cóctel de fagos en animales antes del sacrificio y por lo tanto reducir 
o anular la posible contaminación en el producto final, se diseñaron experimentos para evaluar la eficacia de cóctel 
de fagos para reducir la concentración de Salmonella en piel animal. El cóctel de fagos ensayado estaba compuesto 15 
por UAB_Phi20, UAB_Phi78 y UAB_Phi87 (1:1:1). La piel ensayada fue trozos de piel de cerdo (flanco posterior) 
obtenidos de una carnicería local. 
 
Se contaminaron experimentalmente trozos de piel con S. Typhimurium ATCC14028ΩCm y S. Enteritidis LK5ΩKm. 
Se distribuyó un inóculo de 106 ufc/ml en NaCl 0,9 % uniformemente en cada trozo de piel de aproximadamente 20 
1.500 cm2 (2 µl/cm2). A continuación, las pieles se secaron durante 30 min en una cabina de flujo laminar. Por medio 
de este tratamiento, los inventores habían determinado previamente que la concentración final de Salmonella era de 
102 ufc/cm2. Después de la contaminación con Salmonella, la superficie se dividió en dos secciones iguales. Una de 
ellas se trató con cóctel de fagos y la otra fue el control. El tratamiento consistió en pulverizar la superficie completa 
con una solución de cóctel de fagos con 1010 ufp de cada fago/ml. El control también se pulverizó con una solución 25 
de MgSO4 10 mM sin bacteriófagos. A continuación, los trozos se secaron durante 30 minutos en una cabina de flujo 
laminar. Después, los trozos se incubaron a 33 ºC y se tomaron muestras por hisopo en 6 áreas de 25 cm2 en 
diferentes tiempos. El hisopo (Copan Italia, Brescia) se colocó en un tubo con 2 ml de agua de peptona tamponada 
(Merck, Alemania). A continuación, se diluyó 1 ml y se sembró por duplicado en placas XLD, complementadas 
adecuadamente con cloranfenicol o kanamicina, y se incubó a 37 ºC durante 24 h. Al menos, se alcanzó una 30 
reducción de 4log10 ufc/cm2 y 2,0log10 ufc/cm2 de S. Typhimurium y S. Enteritidis, respectivamente, después del 
tratamiento con el cóctel de fagos (Figura 12). En ambos casos, la reducción de la colonización por Salmonella fue 
significativa (p<0,005). 
 
Los resultados obtenidos muestran que el cóctel de fagos de la presente invención es capaz de reducir la 35 
concentración de Salmonella en la superficie de la piel cuando se aplica simulando las condiciones de cerdos en un 
corral de retención en las industrias de procesamiento. 
 
EJEMPLO 10. Aplicación del cóctel de fagos a alimentos y procesos de fabricación de alimentos para reducir 
las poblaciones de Salmonella 40 
 
Se han diseñado experimentos para evaluar la eficacia de fagos y cócteles de fagos para reducir la concentración de 
Salmonella en alimentos y en procesos de fabricación de alimentos. El cóctel de fagos ensayado estaba compuesto 
por UAB_Phi20, UAB_Phi78 y UAB_Phi87 (1:1:1). Los alimentos ensayados fueron trozos de la lechuga romana 
envasada (Laetuca sativa) (lista para comer) y pechugas de pollo obtenidas de un supermercado. 45 
 
Las muestras de lechuga romana se infectaron experimentalmente con con S. Typhimurium ATCC14028ΩCm y S. 
Enteritidis LK5ΩKm sumergiendo los trozos de lechuga en suspensiones de esas bacterias a una concentración de 
107 ufc/ml en NaCl en una relación de 1:10 (p/v) durante 5 minutos y después se secaron al aire durante 15 min en 
una cabina de flujo laminar. Por medio de este tratamiento, los inventores habían determinado previamente que la 50 
concentración final de Salmonella era 104-105 ufc/g de lechuga romana. Después de la contaminación con 
Salmonella, se colocaron 25 g de lechuga en una bolsa Whirl-Pak (Nasco, Fort Atkinson, WI) que contenía 100 ml de 
un cóctel de fagos (109 ufp de cada fago/ml de suspensión) en agua destilada estéril. Se realizó tratamiento de 
trozos de lechuga con fagos a 25 ºC durante diferentes tiempos y agitación en un agitador vertical a 150 rpm. 
Después del tratamiento con fagos, para enumeración de Salmonella, la suspensión se descartó y se añadieron 100 55 
ml de agua de peptona tamponada (Merck, Alemania) a cada bolsa y las muestras se golpearon por palas a 150 
golpes durante 1 min. A continuación se diluyó en serie 1 ml y se sembró por duplicado en placas XLD, 
complementadas adecuadamente con cloranfenicol o kanamicina, y se incubaron a 37 ºC durante 24 h. Se usó agua 
destilada estéril en lugar de cóctel de fagos como control negativo en todos los ensayos. Además, también se realizó 
un control sin contaminación por Salmonella y tratamiento de fagos en paralelo. Se alcanzó una reducción de 60 
3,9log10 ufc/g y 2,2log10 ufc/g de S. Typhimurium y S. Enteritidis, respectivamente, después del tratamiento de 
trozos de lechuga con el cóctel de fagos durante 60 min (Figura 13). 
 
Se ensayó la misma metodología pero tratando trozos de lechuga con los fagos individuales UAB_Phi20, 
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UAB_Phi78 y UAB_Phi87 a una concentración de 109 ufp/ml. Estos experimentos mostraron que UAB_Phi20 fue el 
fago más eficaz para reducir Salmonella (Figura 14). Por lo tanto, la concentración de Salmonella en trozos de 
lechuga tratados con este fago fue muy cercana a la de los trozos de lechuga tratados con el cóctel de bacteriófagos 
(Figura 14). 
 5 
Las pechugas de pollo se cortaron y se infectaron experimentalmente con S. Typhimurium y S. Enteritidis 
sumergiendo los trozos en suspensiones de esas bacterias a una concentración de 106 ufc/ml en NaCl 0,9 % en una 
relación de 1:10 (p/v) durante 5 minutos a temperatura ambiente y después se descartó la suspensión. Por medio de 
este tratamiento los inventores habían determinado previamente que la concentración final de Salmonella era de 
aproximadamente 104 ufc/g de trozos de pechuga de pollo. Después de la contaminación por Salmonella, se 10 
colocaron 25 g de trozos de pechuga de pollo en una bolsa Whirl-Pak (Nasco, Fort Atkinson, WI) que contenía 100 
ml de un cóctel de fagos (109 ufp de cada fago/ml de suspensión) en solución salina 0,9 % en una relación de 1:10 
(p/v) durante 5 minutos y después se descartó la suspensión. Después del tratamiento con fagos, los trozos de 
pechuga de pollo se mantuvieron en la nevera a 4 ºC durante una semana. Se tomaron muestras diariamente y se 
determinó la concentración de Salmonella como se ha descrito anteriormente. Se alcanzó una reducción de 3,9log10 15 
ufc/g y 0,9log10 ufc/g de S. Typhimurium y S. Enteritidis, respectivamente, el día 7 de conservación de los trozos de 
pechuga de pollo a 4 ºC después del tratamiento con cóctel de fagos (Figura 15). 
 
Los resultados obtenidos muestran que los fagos de la presente invención y un cóctel de fagos son capaces de 
reducir la concentración de Salmonella en alimentos cuando se aplican en una suspensión a temperatura ambiente 20 
durante 30-60 minutos. Los fagos también son eficaces en la reducción de Salmonella en alimentos conservados a 4 
ºC durante 7 días, después de un tratamiento muy corto con fagos antes de la refrigeración de los alimentos. En 
ambos casos, la reducción de la colonización por Salmonella fue significativa (p<0,0001). Estos resultados indican 
que los fagos y el cóctel de fagos pueden usarse para reducir Salmonella en alimentos y en procesos de fabricación 
de alimentos. 25 
 
Aunque se han descrito en el presente documento realizaciones particulares de la invención para fines de 
descripción, se apreciará por los expertos en la materia que pueden realizarse numerosas variaciones de los 
detalles sin alejarse de la invención como se describe en las reivindicaciones adjuntas. 
 30 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Una composición de bacteriófagos para la prevención de enfermedades infecciosas provocadas por Salmonella 
que comprende al menos uno de los bacteriófagos líticos de Salmonella UAB _Phi20, UAB_Phi78 y UAB_Phi87 y/o 
partes o productos de los mismos. 5 
 
2. Una composición de acuerdo con la reivindicación 1 que contiene al menos dos de los fagos UAB _Phi20, 
UAB_Phi78 y UAB_Phi87 y/o partes o productos de los mismos. 
 
3. Una composición de bacteriófagos de acuerdo con la reivindicación 2, que comprende los fagos UAB _Phi20, 10 
UAB_Phi78 y UAB_Phi87. 
 
4. Una composición de acuerdo con la reivindicación 1 a 3 que también contiene otros bacteriófagos líticos de 
Salmonella o partes de los mismos. 
 15 
5. Una composición de acuerdo con la reivindicación 4 en la que los bacteriófagos líticos podrían seleccionarse del 
orden de Caudovirales. 
 
6. Una composición de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 5, en la que los bacteriófagos y/o partes o productos de 
los mismos están en la misma proporción. 20 
 
7. Una composición de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 6, en la que los bacteriófagos y/o partes o productos de 
los mismos están en una proporción diferente. 
 
8. Una composición de acuerdo con cualquier reivindicación previa que incluye adicionalmente un vehículo 25 
farmacéuticamente aceptable, un disolvente o un excipiente farmacéuticamente aceptable. 
 
9. Una composición de acuerdo con cualquier reivindicación previa en forma de una forma de dosificación en 
suspensión, pulverización, aerosol, inyectable y/o administrable por vía oral. 
 30 
10. Una composición de acuerdo con cualquier reivindicación previa en forma de un pienso para animales, agua 
potable, desinfectante o solución de limpieza. 
 
11. Uso de las composiciones de las reivindicaciones 1 a 10 para controlar poblaciones de Salmonella en matrices 
sólidas seleccionadas del grupo que comprende matrices alimentarias, establos y/o corrales de aves y cerdos, cajas 35 
para el transporte de animales, mataderos y otras instalaciones de producción en industrias de procesamiento de 
alimentos. 
 
12. Uso de acuerdo con la reivindicación 11, en el que se seleccionan matrices de alimentos del grupo que 
comprende verduras, carne y huevos. 40 
 
13. La composición de las reivindicaciones 1 a 9, para uso en el tratamiento o prevención de infección por 
Salmonella en animales. 
 
14. La composición de las reivindicaciones 1 a 9, para uso de acuerdo con la reivindicación 13, en la que el 45 
tratamiento es un tratamiento continuo diario, caracterizado por que el régimen de dosificación diario por animal 
por día se selecciona del intervalo que comprende de 109 a 1012 ufp/día y animal. 
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FIG. 7 
 
 

Serovariante Cepa Año de aislamiento Origen¥ 

Enteritidis 65 1983 A 
 951* 1989 A 
 6824 2000 A 
 7129 2000 A 
 7358* 2000 A 
 7385 2000 A 
 7593 2000 A 
 7616 2000 A 
 8044 2001 A 
 8419 2001 A 
 9310* 2003 A 
 9451 2003 A 
 9449* 2003 A 
 9609* 2003 A 
 F20.5CP/94 1994 H 
 0/20.9 CG/98 1998 H 
 2123/F06 2006 H 
 1861/F06 2006 H 
    

Hadar 10152  A 
 8546  E 
 05S72  H 
    

Infantis 1056  A 
 05S44  H 
    

Typhimurium 1 1979 A 
 16 1981 A 
 124 1983 A 
 421 1986 A 
 976 1989 A 
 887* 1989 A 
 3360 1992 A 
 4516 1994 A 
 S4426* 1994 A 
 S4354 1994 A 
 S5832 1994 A 
 S5833 1994 A 
 S6254* 1994 A 
 MG86 1994 A 
 MG98 1994 A 
 5419 1996 A 
 S5827 1997 A 
 S5857 1997 A 
 5833 1997 A 
 S5801 1997 A 
 S5812 1997 A 
 S5974 1997 A 
 6231 1998 A 
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6269 
7627 
7320 
7653 

 

1998 
2000 
2000 
2001 

 

A 
A 
A 
A 
 

Serovariante Cepa Año de aislamiento Origen¥ 
Typhimurium 7987 2001 A 

 8429 2001 A 
 8647 2002 A 
 8695 2002 A 
 8862 2002 A 
 8880* 2002 A 
 9208 2002 A 
 9222 2002 A 
 9434 2003 A 
 9849 2004 A 
 9813 2004 A 
 10182 2005 A 
 10082 2005 A 
 10175 2005 A 
 10127 2005 A 
 J/10.2 CP/96 1996 H 
 D/20.5 CP/99 1999 H 
 J/11.16 CP/01 2001 H 
 1992/F06 2006 H 
 1557/F06 2006 H 
 1711/F06* 2006 H 
 1624/F06* 2006 H 
    

Virchow 9781  A 
 791/S  H 
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FIG. 8 
 

Bacterias  Fagos 

Serovariante Cepa  UAB_Phi20 UAB_Phi78 UAB_Phi87 

Enteritidis 65  + + + 
 951  + + + 
 F20.5CP/94  + + + 
 0/20.9 CG/98  + + + 
 6824  + + + 
 7129  + + + 
 7358  + + + 
 7385  + + + 
 7593  + + + 
 7616  + + + 
 8044  + + + 
 8419  + + + 
 9310  + + + 
 9451  + + + 
 9449  + + + 
 9609  + + + 
 2123/F06  + + + 
 1861/F06  + + + 
 LK5  + + + 
      

Hadar 05S72  + + + 
 10152  + + + 
 8546  + + + 
      

Infantis 05S44  + + + 
 1056  + - + 
      

Typhimurium 1  + + + 
 16  - - - 
 124  + + + 
 421  + + + 
 976  - + - 
 887  + + + 
 3360  + + + 
 4516  + + + 
 S4426  + + + 
 S4354  + - + 
 S5832  + + + 
 S5833  + + + 
 56254  + + + 
 MG86  + + - 
 MG98  - - - 
 J/10.2 CP/96  + + + 
 5419  + + + 
 S5827  + + + 
 S5857  + + + 
 5833  + + + 
 S5801  + + + 
 S5812  + + + 
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 S5974  + + + 
 6231  + - + 

Bacterias  Fagos 

Serovariante Cepa  UAB_Phi20 UAB_Phi78 UAB_Phi87 
Typhimurium 6269  + + + 

 D/20.5 CP/99  + + + 
 7627  + + + 
 7320  + + + 
 7653  + + + 
 7987  + + + 
 8429  + + + 
 J/11.16 CP/01  + + + 
 8647  + + + 
 8880  + + + 
 9208  + + + 
 8695  + ' + + 
 8862  + + + 
 9222  + + + 
 9434  + + + 
 9849  + + + 
 9813  + + + 
 10182  + + + 
 10082  + + - 
 10175  + + + 
 10127  + + + 
 1992/F06  + + + 
 1557/F06  + + + 
 1711/F06  + + + 
 1624/F06  + + + 
 ATCC 14028  + + + 
      

Virchow 791/S  + - + 
 9781  + - + 

+ Indica la capacidad para infectar.     

- Indica la incapacidad para infectar     
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FIG. 9 
 
 

Fagos Valor de pH  Porcentaje de infecciosidad (%)  
  Tiempo de exposición (min)  
 30 60 90 120 

UAB_Phi20 2,0 79,3 71,2 62,0 49,4 
 4,0 100,0 98,8 100,0 90,0 
 6,0 100,0 98,8 100,0 100,0 
 9,0 98,8 98,8 98,8 98,8 
      

UAB_Phi78 2,0 80,4 52,4 36,5 29,2 
 4,0 98,7 98,7 97,5 87,8 
 6,0 100,0 100,0 100,0 100,0 
 9,0 98,7 98,7 97,5 97,5 
      

UAB_Phi87 2,0 61,3 28,4 11,4 11,4 
 4,0 94,3 94,3 93,2 85,2 
 6,0 100,0 100,0 100,0 100,0 
 9,0 100,0 98,8 98,8 98,8 

 
 

FIG. 10 
 
 

Tiempo de conservación 
(mes) 

Porcentaje de infecciosidad (%) 
 

UAB_Phi20 UAB_Phi78 UAB_Phi87 
2 100 100 100 
4 99 98,8 98,8 
6 98 95,4 97,7 
12 97,8 94,6 97,3 
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FIG. 11 
Fagos Temperatura 

(ºC) 
Porcentaje de infecciosidad (%) 

Tiempo (día) 

1 2 3 4 5 6 7 
UAB_Phi20 25 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 

  37 98,3 97,5 96,6 96,4 95,8 95,5 95,3 

         

UAB._Phi78 25 100,0 100,0 100,0 99,6 98,8 98,1 98,0 

  37 98,7 97,4 96,8 95,1 95,0 94,8 94,8 

         

UAB_Phi87 25 99,3 99,1 98,4 98,1 98,0 98,0 98,0 

  37 96,4 95,6 95,6 95,3 95,1 94,9 94,9 
 

FIG. 12 
 

Tiempo (h) Concentración de Salmonella (Log10 ufc/cm2 ± DT)* 

  Typhimurium  Enteritidis 

 
Control Tratamiento 

con fago 
Reducción Control Tratamiento 

con fago 
Reducción 

0 2,6 ± 0,19 2,6 ± 0,19 - 2,0 ± 0,11 2,0 ± 0,11 - 

3 2,9 ± 0,17 < -0,097 > 2,9 2,2 ± 0,08 < -0,097 > 2,2 

6 4,0 ± 0,03 < -0,097 > 4,0 3,2 ± 0,05  1,21 ± 0,13 2,0 

* Media  ± DT de seis experimentos independientes. 
 

FIG. 13 
 

Tiempo 
(minutos) 

 Concentración de Salmonella (Log10 ufc/g ± DT)*  

  Typhimurium Enteritidis 

 
Control Tratamiento 

con fago 
Reducción Control Tratamiento 

con fago 
Reducción 

0 4,3 ± 0,04 4,3 ± 0,04  - 4,0 ± 0,08  4,0 ± 0,08 - 

30 4,3 ± 0,03 0,9 ± 0,7  3,4 4,3 ± 0,1  2,4 ± 0,01 1,9 

60 4,2 ± 0,04 0,3 ± 0,6  3,9 4,5 ± 0,3  2,3 ± 0,4 2,2 

* Media ± DT de cinco experimentos independientes. 
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FIG. 14 
 

Bacteriófagos Concentración de Salmonella (Log10 ufc/g ± DT) 

 Typhimurium Enteritidis 

Sin fago 5,2 ± 0,05 5,4 ± 0,03 

   

   

UAB_Phi20 1,8 ± 0,3 3,9 ± 0,02 

   

   

UAB_Phi78 4,8 ± 0,07 4,8 ± 0,04 

   

   

UAB_Phi87 2,6 ± 0,09 5,1 ± 0,05 

   

   

Cóctel de bacteriófagos 1,7 ± 0,2 3,3 ± 0,06 

* Media ± DT de cinco experimentos independientes. 
 

 
FIG. 15 

 
Tiempo  

(día) 
 Concentración de Salmonella (Log10 ufc/g ± DT)* 

  Typhimurium  Enteritidis 

 Control 
Tratamiento  

con fago 
Reducción Control 

Tratamiento 
con fago 

Reducción 

0 4,6 ± 0,03 4,6 ± 0,03 - 4,4 ± 0,06 4,4 ± 0,06 - 

1 4,4 ± 0,2 2,8 ± 0,2 1,6 4,4 ± 0,1 3,7 ± 0,2 0,7 

2 4,2 ± 0,1 2,6 ± 0,2 1,6 4,4 ± 0,2 3,4 ± 0,1 1 

5 4,0 ± 0,1 2,6 ± 0,2 1,4 4,0 ± 0,1 3,0 ± 0,3 1 

7 4,2 ± 0,1 2,0 ± 0,2 2,2 4,0 ± 0,2 3,1 ± 0,3 0,9 

* Media ± DT de cinco experimentos independientes. 
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